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2.1. Az angiotenzin II metabolizmusának jelentősége és szabályozása 
 
A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) létfontosságú szereppel bír a 
kardiovaszkuláris rendszer, valamint a só- és vízháztartás egyensúlyának 
szabályozásában. A RAAS tanulmányozásának kiemelkedő fontosságát, a fiziológiás és 
patológiás működés megértésén túl, a klinikai gyakorlatban gyakran alkalmazott 
vérnyomáscsökkentő szerek, az angiotenzin konvertáló enzim gátlók (ACEI)  és az 1-es 
típusú angiotenzin II receptor blokkolók (ARB) számos kardiovaszkuláris betegségben 
észlelt morbiditást és mortalitást csökkentő hatása jelenti [1].  
Ezen rendhagyó endokrin rendszer egyik fő végrehajtó hormonja az angiotenzin 
II (AngII) [2], mely számos fiziológiás és patológiás funkcióval rendelkezik. A 
vérnyomás és a plazmatérfogat szabályozása az értónus növelésén, a vese Na
+
 
visszaszívásának szabályozásán, az aldoszteronszekréció, valamint a szomjúság, a 
szívizom-kontraktilitás, a szimpatikus idegrendszeri aktivitás, a vízfelvétel, és a 
vazopresszin felszabadulás fokozásán keresztül valósul meg [3]. Az AngII további 
hosszú távú hatásokkal is rendelkezik mint az érfal-simaizmok, illetve a szívizomsejtek 
hiperpláziája, az extracelluláris mátrix elemek felszaporodása, valamint az érfalsejtek 
érzékenységének fokozása vazokonstriktor anyagok iránt [4]. Proinflammatorikus 
anyagként a sejtnövekedés, a fibrózis, illetve a gyulladás mechanizmusának 
szabályozásán keresztül számos patológiás állapot létrejöttében is részt vesz [5], pédául 
atherothrombózis, endotél-diszfunkció, vaszkuláris-médiahipertrófia, továbbá balkamra-
hipertrófia [6]. Az AngII közvetve vagy közvetlenül, de minden szerv funkciójára 
befolyással bír, melyek közül legfontosabbak a szív- és érrendszer, a vese, valamint az 
agy [7].  
Az AngII rövid és hosszú távú hatásait a sejtek jelátviteli folyamatainak 
módosításán keresztül valósítja meg [8], az 1-es típusú (AT1R) és a 2-es típusú (AT2R) 
angiotenzin II receptorok közvetítésével. Mindkét receptor a G-fehérjéhez kapcsolt 
receptorok (GFKR) szupercsaládjába tartozik, szekvenciájuk 32-43%-os homológiát 
mutat [9], azonban alapvetően ellentétes funkciókkal rendelkeznek. Az AngII előbb 




kimutatható. Az AT2R legnagyobb mennyiségben magzati szövetekben, mellékvese 
medullában és reproduktív szervekben expresszálódik. Az AT2R kifejeződése a fejlődés 
során jelentős, míg felnőtt korban csak nagyon alacsony szinten mutatható ki a 
szövetekben. Az AT2R proapoptotikus, antiproliferatív, antiinflamatorikus hatásokat 
közvetít, valamint vazodilatációt okoz, de klinikai szerepe még ma sem teljesen 
tisztázott [11].  
 
2.1.1. A klasszikus RAAS felépítése és működése 
 
Az AngII képződését és lebontását a klasszikus RAAS részeként, egy 
enzimatikus kaszkád működése szabályozza (1. ábra) [12]. A RAAS aktiválódása során 
első lépésként a vese juxtaglomeruláris sejtjeiből renin kerül felszabadulásra. A 
juxtaglomeruláris sejtek szekréciós granulumaiban tárolódó aktív enzim az 
extracelluláris folyadék mennyiség csökkenésének hatására szabadul fel, melyet a sejtek 
különböző módokon érzékelhetnek. A vese afferens arterioláiban létrejövő 
nyomáscsökkenés, a β1-adrenerg receptoron keresztüli szimpatikus idegrendszeri 
aktiváció, illetve a macula densa sejtek által észlelt alacsonyabb disztális tubululáris 
NaCl
 
koncentráció vezethet reninfelszabaduláshoz [13]. A reninszekréció szabályozása 
kulcsfontosságú a RAAS működésében, mivel ez az enzim katalizálja a 
sebességmeghatározó lépést az AngII képződés folyamatában. Az elsősorban májban 
termelődő, inaktív plazmafehérje angiotenzinogén renin általi hasításával angiotenzin I 
(AngI) keletkezik. Ezt követően az angiotenzin konvertáló enzim (ACE) hidrolizálja a 
dekapeptid AngI-et, létrehozva ezzel a biológiailag aktív oktapeptid AngII-t [14]. Az 
ACE membránkötött formája elsősorban az endotélsejtek felszínén található, 
legnagyobb mennyiségben a tüdő erekben [15], azonban epitéliális, idegi és gonadális 
eredetű sejteken is kimutatható. Az ACE hasítja továbbá a vazodilatátor bradikinint is. 
A plazmában keringő AngII másodperces féléletidővel rendelkezik, az inaktivációját 
végző peptidázoknak köszönhetően. A keletkező degradációs terméke többek között az 





                   
1. ábra A klasszikus renin-angiotenzin-aldoszterin rendszer felépítése és működése  
A RAAS fő végrehajtója az angiotenzin II (AngII
1-8
), mely az angiotenzinogénből renin 
által létrehozott angiotenzin I-ből (AngI
1-10
) keletkezik az angiotenzin konvertáló enzim 
(ACE) közreműködésével. Az AngII
1-8 
klinikailag jelentős hatásait az 1-es típusú 
angiotenzin II receptoron (AT1R) keresztül fejti ki. A 2-es típusú angiotenzin II receptor 
(AT2R) klinikai szerepe még kérdéses.  
 
 
Az AngII hatásai közé tartozik, hogy fokozza a mellékvesekéreg zona 
glomerulosa sejtjeinek aldoszterontermelését. Az aldoszteron a sejtmagi receptorok 
családjába tartozó mineralokortikoid receptoron keresztül hatva a vese disztális 
tubulusaiban és a kortikális gyűjtőcsatorna sejtekben, valamint a vastagbélben, a 




és vízvisszaszívást, illetve a K
+
 
kiválasztást. Ezen mechanizmusoknak köszönhetően az aldoszteron alapvető szerepet 
játszik az extracelluláris  térfogat, a vérnyomás és a K
+ 





2.1.2 A RAAS újabb elemei és funkciói 
 
A RAAS eddig részletezett klasszikus elemein és működésén kívül számos 
újabb tag került felismerésre az elmúlt évtizedekben [12]. Közéjük tartozik az 
angiotenzin konvertáló enzim 2 (ACE2) is, mely mind az AngI, mind pedig az AngII 
hasítására képes. Ezáltal csökkenti a keringő AngII szintjét és növeli a pozitív 
kardiovaszkuláris hatású degradációs termék, Ang(1-7) mennyiségét [18]. Az Ang(1-7) 
nemrégen felderített receptorán, a Mas receptoron keresztül számos, az AngII-ével 
ellenkező biológiai hatással rendelkezik, mint a vazodilatáció, a kardioprotekció, a 
fokozott Na
+
 kiválasztás és a csökkent érrendszeri átépülés [16]. Továbbá képes az 
AT1R-hez is kötődni és potenciálisan kardioprotektív jelpályát aktiválni [19].  
Az AngII metabolizmusa során aminopeptidáz A hatására AngIII képződik. Az 
AngIII is aldoszteron felszabadulást és érösszehúzódást vált ki, azonban igen rövid 
féléletidővel rendelkezik. Az Ang III-ból aminopeptidáz N hatására AngIV képződik, 
mely feltehetően az inzulin regulált aminopeptidáz enzimhez mint receptorhoz kötődik, 
melyen keresztül szerepe lehet tanulási és memóriafolyamatokban, a vese 
metabolizmusának regulációjában [20], továbbá alacsonyabb affinitással ugyan, de az 
AT1R-hez is képes kötődni [21]. 
Az utóbbi évek intenzív kutatásai rávilágítottak, hogy az AngII nem csak 
plazmában keringő hormonként fejti ki hatásait, hanem számos szövetben helyileg 
termelődve parakrin, autokrin és feltehetően intrakrin funkciókkal is rendelkezik. A 
„szöveti RAAS” által helyileg termelt AngII igen sokféle folyamat szabályozásában 
vesz részt többek között az idegrendszerben, a szívben, a vesében, az érrendszerben, a 
zsírszövetben, a reproduktív szervekben, a bőrben és az emésztőrendszerben is [22-24]. 
A szöveti RAAS feltehetően hosszabb távú regulátora az egyes szervek helyi 
homeosztázisának, és a keringő RAAS-al egymást kiegészítve funkcionálnak. Az 
újabban felismert RAAS ligandok, receptorok és enzimek felfedezésével érthetőbbé 
vált, hogy a rendszer ellentétes hatások közvetítésével, mint például a növekedés 
fokozása, illetve gátlása, hogyan járulhat hozzá a szöveti szintű homeosztázis 
fenntartásához [12]. A következőkben a RAAS egyik kulcselemét, a kutatási témám fő 





2.2. Az 1-es típusú angiotenzin II receptor (AT1R)  
2.2.1. Az AT1R szerkezete  
 
Az AT1R a GFKR-ek közé tartozik, mely az emberi genom egyik legnépesebb és 
legváltozatosabb fehérjecsaládja [25]. Közös jellemzőjük, hogy hét transzmembrán α 
hélix doménnel rendelkeznek, ezért 7-transzmembrán receptoroknak is nevezik őket. A 
GFKR család tagjaihoz kötődő ligandok között találhatunk fehérjéket, peptideket 
nukleotidokat, lipideket, ionokat, melyek kemoattraktánsként, neurotranszmitterként 
vagy hormonként is funkcionálhatnak, de ebbe a családba tartoznak a fény-, szag-, 
illetve ízérzékelésben részt vevő receptorok is [26]. A GFKR-ek egyik prototípusa az 
AT1R, melynek felépítése és működése évtizedek óta a receptorkutatás egyik központi 
témája. 
Az AT1R emlősökben egyetlen polipeptidláncból áll, melynek szekvenciája 
nagyfokú hasonlóságot mutat a különböző emlős fajokban. A glikozilált fehérje ~41 
kDa tömegű és 359 aminosavat tartalmaz, közöttük GFKR-ekre jellemző igen 
konzervált aminosavakat is (2. ábra, A) [27]. A GFKR-ek szerkezete a hét hidrofób 
hélix miatt igen nehezen kristályosítható, azonban a közelmúltban sikerült az AT1R 
kristályszerkezetét megalkotni ZD7155 [28], illetve olmesartan antagonistákhoz kötött 
formában (2. ábra, B) [29]. A kristályszerkezet eredményei alátámasztották, hogy az 
AT1R extracelluláris N-terminális régióval, hét transzmembrán α-hélixel (TM1-7), ezek 
között három extracelluláris hurokkal (ECL1-3) és három intracelluláris hurokkal 
(ICL1-3), egy amfipatikus VIII. hélixel, illetve egy erősen dezorientált szerkezetű 
intracelluláris C-terminális régióval rendelkezik. Extracelluláris felszínét két diszulfid-
kötés stabilizálja. Az N-terminális régió és az ECL3 cisztein oldalláncai közötti kötés a 
GFKR-ek 92%-ban megtalálható, míg az ECL2 és a TM3 cisztein oldalláncai közötti 
kötés az AT1R egyedi sajátossága [30]. A GFKR-ek aminosav-szekvenciájában 
található konzervált motívumok, például az aszparagin-prolin-X-X-tirozin (NPXXY) és 
az aszparaginsav-arginin-tirozin (DRY), kitüntetett szerepet játszanak a receptorok 
működésében. Igaz ez az AT1R esetén is, ahol a TM3-ban található DRY motívum, 
valamint a TM7 doménban elhelyezkedő NPXXY szekvencia fontos résztvevője a 





2. ábra Az AT1R struktúrája 
Az ábra A részén a patkány AT1R aminosavszekvenciája és másodlagos szerkezete 
látható. Feltűntetésre kerültek a konzervált aminosavak, valamint a szerkezetet 
stabilizáló diszulfid-kötések is. Forrás: [9] alapján módosítva. Az ábra B panelén a 
humán AT1R kristálystruktúrája látható, a zölddel jelzett ZD7155 antagonista kötött 
formában. A kék színű transzmembrán α -hélixek római számozással kerültek 
feltüntetésre. Forrás: [28] alapján módosítva. 
 
 
A receptor C-terminális vége számos szerin- és treoningazdag régiót tartalmaz, 
melyek különböző kinázok által foszforilálódhatnak mint a G-fehérje kapcsolt receptor 
kinázok (GRK) és a protein kináz C (PKC) [33, 34]. Ezen aminosavak foszforilációja 
szükséges a szabályozásban részt vevő β-arresztin-kötés éhez és az internalizációhoz 
[35, 36]. Az AT1R és a β-arresztin molekula közötti interakció létrejöttében a receptor 





Az AT1R AngII kötött aktív konformációját még nem sikerült kristályosítani, 
azonban számos biokémiai megközelítésnek, célzott mutagenezissel végzett kutatásnak 
és molekuláris dinamikai modellezésnek köszönhetően jelentős mennyiségű információ 
áll rendelkezésünkre a receptor ligand kötéséről és aktivációs mechanizmusáról [27, 
31]. Ezek alapján az AT1R AngII kötő helyének kialakításában elsősorban a TM2-3-4-
5-6-7 hélixek, valamint az ECL2 hurok vesz részt [27]. Ligand kötődésekor az AngII és 
az AT1R között számos interakció alakul ki. Közöttük ionos kötés is az AngII Phe
8
-α 
karboxil-csoportja és az AT1R Lys199-as aminosava között, valamint az AngII Arg
2
 
guanidin-csoportja és a receptorban lévő Asp281 között [38, 39]. Továbbá az AngII 
terminális karboxil-csoportjának interakciója az AT1R TM7 doménjában lévő Phe293-al 
és Asn294-el szintén szereppel bír a bekötődésben [40]. Mutagenezissel végzett 
vizsgálatok az ECL2 hurok szerepének fontosságát emelik ki, melyben többek között az 
AngII Val
3
 és az AT1R Ile172 közötti, valamint az AngII Asp
1
 és az AT1R His183 
csoportja közötti interakciók is részt vesznek [38, 41]. Összességében az AngII N-
terminális régiója az AT1R extracelluláris doménjaival kerül interakcióba, míg az AngII 
C-terminális régiója a TM domének által képzett zsebbe illeszkedik be. Az AngII 
kötődésének vizsgálatai alapján ez a kötés két lépésben jön létre. A modell szerint első 










) az ECL2-höz 
kötődik. Ezen lépésben a Phe
8
-α karboxil-csoportja, valamint az AT1R Lys199-as és 
His256-os aminosavai közötti és a Tyr
4
-Asn111 közötti ion-ion kölcsönhatások 
alakulnak ki. Ezen kötődés felelős a receptor részleges, bazális aktivitásáért. Az első 
lépés hatására az ECL-ok átrendeződése/megnyílása jön létre, mely elősegíti az AngII 





 csoportok között és végül a belesüllyedést a TM domének által kialakított 
ligandkötő zsebbe [42, 43].  
 
2.2.2. Az AT1R aktivitása 
 
Az AT1R aktív konformációja igen sokrétű és szerteágazó jelátviteli hálózatot 
hoz működésbe, melyet egymásra épülő és egymással párhuzamosan futó útvonalak 
rendszere alkot [8, 44]. A receptor aktiválódása létrejöhet peptid és nem-peptid ligandok 




autoantitestek kötődésével is [46, 47]. A GFKR család tagjairól újabban leírták, hogy 
nem csak monomer formában fordulnak elő a plazmamembránban, hanem magasabban 
rendezett struktúrákat is képezhetnek: dimereket, sőt oligomereket is [48]. Ez a 
kapcsolódás létrejöhet két azonos receptor között, ekkor homomerekről beszélünk, 
illetve különböző receptorok között is, ezeket nevezzük heteromerekneknek [49]. Az 
AT1R-ről ismert, hogy képes dimerek alkotására mind homomer formában (homodimer) 
[50, 51], mind pedig heteromer formában (heterodimer). A homodimereket a 
transzglutamináz aktivitású intracelluláris XIIIa faktor keresztkötheti, mely a receptor 
fokozott működéséhez vezet [52], a homodimer tagjai továbbá befolyásolhatják egymás 
ligandkötését, β-arresztin2-kötését, valamint konformációját is [51]. Az AT2R, a 
bradikinin B2 receptor, a β2-adrenerg receptor, a Mas-receptor, a dopamin D1-D3-D5 és 
endothelin B receptorok pedig a heterodimerek alkotásában vehetnek részt [53-56]. A 
heterodimer tagjai erősíthetik, illetve gyengíthetik az AT1R jelátviteli folyamatait. Az 
AT1R képes továbbá még komplexebb struktúrák, oligomerek alkotására is [57]. 
2.2.2.1 Az AT1R jelátviteli mechanizmusai 
 
A GFKR család tagjaira általában jellemző, hogy aktivációt követően 
heterotrimerikus guanin-nukleotid kötő, azaz G-fehérjéket aktiválnak. Régóta ismert 
azonban, hogy a G-fehérjék működésétől független jelpályákat is képesek aktiválni [58]. 
Egy aktivált GFKR által elindított jelátviteli útvonalak ezért hagyományosan két 
csoportra oszthatók, klasszikus G-fehérje-függő folyamatokra, illetve a G-fehérjék 
működésétől független mechanizmusokra. Jelenlegi ismereteink alapján a G-fehérje-
független szignalizációban a β-arresztin molekula tölt be központi regulátor szerepet, 
ezért manapság inkább G-fehérje-függő, illetve β-arresztin-mediált jelátviteli útvonalak 
felosztás használatos.  
A heterotrimerikus G-fehérjék három alegységből állnak, melyek az α, a β és a γ. 
Az α-alegység guanozin-trifoszfát (GTP) és guanozin-difoszfát (GDP) kötésre képes, 
valamint GTP-áz aktivitással rendelkezik. A β és γ alegységek a plazmamembránhoz 
kihorgonyozva, stabil kötésben mindvégig együtt maradnak, ezért βγ-alegységről 
beszélhetünk. Az agonista kötődése aktív konformációban stabilizálja a receptort, a 




cserélve aktiválódik [59]. A G-fehérjék hatásaik többségét az α-alegységen keresztül 
hozzák létre [60].  
Az AT1R stimulációját követően elsősorban a Gq/11  heterotrimerikus fehérjéket 
aktiválja, de bizonyos sejtekben kimutatták kapcsolatát a Gi/o és G12/13 család tagjaival is 
[9]. Ligandkötődés hatására a Gq-fehérje α-alegysége a foszfolipáz C-β1 (PLCβ1) 
enzimet aktiválja, mely hasítja a membránalkotó lipid foszfatidilinozitol-4,5-
biszfoszfátot (PtdIns(4,5)P2). Két termék keletkezik: a diacilglicerin (DAG) és az 
inozitol-1,4,5-triszfoszfát (Ins(1,4,5)P3) (3. ábra) [61]. A DAG a plazmamembránhoz 
kötve marad és aktiválja a protein kináz C (PKC) enzimet. A szerin/treonin kináz PKC 
különböző fehérjéket foszforilálva szerteágazó hatásokhoz vezet a sejtben (pl. heterológ 
deszenzitizáció, az epidermális növekedési faktor receptor (EGFR) transzaktivációja, 
extracelluláris szignál-regulált kináz1/2  (ERK1/2) aktiváció) (3. ábra) [62-64]. A 
másik hírvivő molekula, az Ins(1,4,5)P3 intracelluláris Ca
2+ 
jelet hoz létre Ins(1,4,5)P3 
receptorain keresztül [65], melyek a sejtek endoplazmás retikulumában, illetve izmok 





 érzékeny fehérjéken keresztül képes különböző sejtfunkciók 
szabályozására mint például a simaizomsejtek kontrakciója [66], illetve a PKC [67], a 
Ca
2+
 dependens protein kinázok, mint a prolin-gazdag tirozin kináz 2 (Pyk2), valamint a 
foszfolipáz A2 aktivációjához is vezethet [68]. 
Az AT1R működése során egyetlen alegységből álló, úgynevezett kis G-
fehérjéket is aktiválhat mint a Ras, a Rac, illetve a Rho [69]. Aktiválódásuk létrejöhet 
heterotrimerikus G-fehérje-függő, illetve független módon is [70]. A Ras kis G-fehérje a 
Ras/Raf/ mitogén aktivált protein kináz kináz (MEK) / extracelluláris szignál-regulált 
kináz1/2 (ERK1/2) mitogén aktivált protein kináz (MAPK) kaszkádot is elindítja, mely 
a sejtnövekedésben, túlélésben és proliferációban fontos szereppel bíró génexpressziós 
változásokat hoz létre (3. ábra) [71]. Az AT1R a G12/13 heterotrimerikus fehérje családon 
keresztül fokozza a Rho kis G-fehérje működését, valamint aktiválja a foszfolipáz C, a 
foszfolipáz D enzimeket, illetve a L-típusú Ca
2+-
csatornákat [72-74]. A Rho/Rho kináz 
útvonal hozzájárul az AT1R mediált VSMC-kontrakcióhoz [72]. Továbbá egyes 
szövetekben mint például a patkány mellékvese, az AT1R Gi/o fehérje közvetítésével 
gátolni képes az adenilát-ciklázt, ezáltal feszültségfüggő Ca
2+-
csatornák működését is 




hogy a foszfolipáz D enzimet [74], különböző tirozin kinázokon keresztül a 
foszfatidilinoztitol 3-kináz γ-t (PI3Kγ), valamint a G-fehérje kapcsolt receptor kináz 2-t 
(GRK2) is képes aktiválni.  
 
 
3. ábra Az AT1R Gαq és Gα12/13 fehérjék által mediált szignalizációs útvonalai, 
illetve a receptor tirozin kinázok transzaktivációja  
Rövidítések: daicilglicerin (DAG), EGF receptor (EGFR), extracelluláris szignál-
regulált kináz1/2 (ERK1/2), inozitol-1,4,5-triszfoszfát (PtdIns(4,5)P2), mitogén aktivált 
protein kináz kináz (MEK), miozin könnyű lánc kináz (MLCK), miozin könnyű lánc 
foszfatáz (MLCP), trombocita eredetű növekedési faktor receptor (PDGFR), 
foszfatidilinozitol 3-kináz (PI3K), foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfát (PIP2), protein 
kináz C (PKC), foszfolipázC-β (PLC-β),  pro heparin kötő epidermális növekedési 
faktor (proHB-EGF), prolin-gazdag tirozin kináz2 (Pyk2), szarkoplazmás retikulum 
(SR). Forrás: [77] alapján módosítva 
 
Az AT1R aktivációjának következtében számos citoplazmatikus kináz 




transzaktivációja is létrejöhet [78-80]. Ezek segítségével történhet a sejtnövekedés, a 
sejtosztódás, a sejtvándorlás, az apoptózis, valamint a génátíródás folyamatainak 
módosítása. A növekedési faktor receptorok közül az AT1R képes transzaktiválni az 
EGFR-t, valamint a trombocita eredetű növekedési faktor receptort (PDGFR) is [81, 
82]. Az EGFR transzaktiváció különböző módokon jöhet létre, köztük Ca
2+
 jel,  aktivált 
PKC, a reaktív oxigén származékok, illetve a citoszolikus tirozin kinázok (pl. Pyk2, c-
Src) közreműködésével is (3. ábra) [83-85]. Számos sejttípusban az EGFR 
transzaktiváció génexpressziós változásokhoz vezet a korábban említett 
Ras/Raf/MEK/ERK1/2 útvonalon keresztül, valamint a foszfatidilinozitol 3-kináz 
(PI3K) által elindított mechanizmussal is  [8]. Az AngII által indukált génexpressziós 
változások jelentős részéért egyébként a különböző MAPK-ok által mediált folyamatok 
felelősek, melyek többféle útvonal közvetítésével is aktiválódhatnak [79].  
Az AngII képes továbbá a reaktív oxigén származékok, mint a szuperoxid anion 
(O
2.-
) és a hidrogénperoxid (H2O2), képződését is fokozni a szívizom, az érrendszer, az 
agy, illetve a vese mesangiális sejtjeiben [86-88]. A reaktív oxigén származékok az 
AngII fiziológiás és patológiás folyamataiban, mint például sejt proliferáció, hipertrófia, 
apoptózis, kardiovaszkuláris betegségek kialakulása és progressziója, egyaránt fontos 
szerepet játszhatnak [89, 90]. 
 
2.2.2.2. β-arresztin mediált folyamatok 
 
A G-fehérje-független jelátviteli mechanizmusok közül a β-arresztinekről 
rendelkezünk a legtöbb információval. Négy tagja ismert a citoszolikus adapter 
fehérjékből álló arresztin családnak. Közülük az arresztin1 és arresztin4 csak a retinában 
expresszálódik, az arresztin2 (más néven β-arresztin1) és az arresztin3 (azaz β-
arresztin2) pedig a retinán kívül szinte minden sejtben megtalálható [91-93]. A β-
arresztinek számos funkciói közül először a β2-adrenerg receptor G-fehérjétől való 
szétkapcsolásában, azaz deszenzitizációjában betöltött szerepét írták le. Innen ered az 
elnevezés is. Később vált világossá, hogy multifunkcionális adapter fehérjeként szerepet 
játszanak a legtöbb GFKR deszenzitizációjában, jelátvitelében, internalizációjában, 




A β-arresztin1 és β-arresztin2 izoformák 78%-os szekvencia azonosságot 
mutatnak, viszont csak egyes funkcióik ellátásában képesek egymást helyettesíteni 
receptor- , illetve sejttípus-függő módon [97, 98]. Az AT1R esetén a β-arresztin1 és β-
arresztin2 génkiütött egerekkel végzett kísérletek arra utalnak, hogy a két izoforma 
hasonló mértékben, egymás funkciójának helyettesítésével képes a receptort a 
membránban szekvesztrálni, illetve az internalizációt elindítani [99]. Más kutatások 
viszont az AT1R általi ERK1/2 aktivációban, a két izoforma ellentétes hatását mutatták 
ki [100]. A β-arresztin molekulák, egyre több interakciós partnerére derült fényt az 
utóbbi évtizedben, melyek közreműködésével a szignalizációban is részt vesznek [101, 
102]. Az AT1R által elindított β-arresztin-függő jelátviteli folyamatok többek között 
izolált szívizomsejtek kontraktilitásának fokozódást [103], RhoA függő citoszkeleton 
átrendeződést és stressz-rost képződést [104], antiapoptotikus hatásokat [105], valamint 
ERK1/2 általi fehérjeszintézis-fokozódást eredményeznek [106]. Az ERK1/2 MAPK 
kaszkád aktiválódása mellett a β-arresztin molekula a c-Jun N-terminális kináz3 
MAPK-t is képes aktiválni [107, 108].  
Mint korábban már említettem, AT1R esetén a MAPK-ok aktiválódása létrejöhet 
G-fehérjék közvetítésével, illetve tőlük függetlenül, többek között β-arresztin által is 
[109]. Ugyanazon jelátviteli útvonal G-fehérjétől függő, illetve független úton történő 
aktivációja mindazonáltal nem feltétlenül eredményez azonos hatásokat a sejt 
működésében. Az AngII által létrehozott G-fehérje-függő gyors MAPK aktiválódás 
során az ERK1/2 a sejtmagba is áthelyeződik és génexpressziós változásokat hoz létre. 
Ezzel szemben a β-arresztin-függő MAPK aktiválódás időben késleltetve jelenik meg, 
és tartósabban fennáll [110]. Ennek során az ERK1/2 nem jut be a sejtmagba, ezáltal 
feltehetően nem eredményez transzkripciós változásokat sem [35, 111]. Azonban képes 
a citoplazmában maradva foszforilálni az itt elhelyezkedő célfehérjéit, befolyásolva 
ezáltal a fehérjeszintézist is [106, 112]. Christensen és munkatársai sikeresen kimutattak 
ugyan néhány gén expressziójának változását az AT1R β-arresztin-függő jelpályáin 
keresztül, azonban ez a szám messze elmarad az AngII ingerlés során tapasztalt több 
száz gént érintő expressziós változásokhoz képest [113]. Feltehetően a β-arresztin-függő 
jelátvitel kevéssé vezet közvetlen génexpressziós változásokhoz, azonban jelentősen 




A GFKR-ek agonista stimulusát követően a citoszolban található β-arresztinek 
kihelyeződnek a plazmamembránhoz és konformációs változáson mennek keresztül, 
mely folyamatokhoz nem szükséges feltétlenül a G-fehérjék aktivációja [109]. A 
receptor és β-arresztin által létrehozott komplex stabilitását a β-arresztin molekula 
agonista indukálta ubikvitinációs mintázata [115], valamint a receptor C-terminális 
régiójában lévő szerin/treonin motívumok foszforilációja is jelentősen befolyásolja 
[116]. Az AT1R tartós, stabil komplexet képez a β-arresztin molekulával, együtt 
internalizálódnak az endocitotikus vezikulákba [98], miközben a komplex interakcióba 
kerül a szabályozásban és jelátvitelben részt vevő egyéb fehérjékkel. Az 
internalizálódott receptor lassabb reciklizáció segítségével kerül vissza a 
plazmamembránba vagy lizoszómákban degradálódik. Azok a receptorok melyek 
hasonló módon állnak kapcsolatban a β-arresztinnel, a receptorok „B osztályába” 
tartoznak, mint a neurotenzin 1, a vazopresszin V2, és a tireotropin felszabadító hormon 
receptora is.  A GFKR-ek „A osztályába” sorolt receptorok ezzel ellentétben, eltérő 
foszforilációs mintázatot tartalmaznak citoplazmatikus doménjeiken, és csak átmeneti 
β-arresztin2 ubikvitinációt eredményeznek. Ennek következtében csak rövidebb 
életidejű receptor-β-arresztin komplex jön létre a plazmamembránnál. A β-arresztin 
molekuláktól függetlenül internalizálódnak [98], és gyors reciklizációval kerülnek 
vissza a plazmamembránba. Ebbe a csoportba tartoznak az α1- és β2-adrenerg 
receptorok, a μ-opioid, az endothelin A és a dopamin D1 receptorok is. Számos esetben 
az internalizáció megindulását követően, az endoszómákban is képződnek másodlagos 
hírvivők, folytatódik a szignalizáció [117]. Különösen igaz ez a β-arresztin által mediált 
jelátviteli útvonalakra, melyek aktiválódása egybeesik a receptor endocitózisának 
kezdetével és stabil receptor-arresztin-kötés esetén órákig is fennállhat [94, 118]. 
 
2.3. Jelátvitel-szelektív aktiváció 
2.3.1. A GFKR-ek aktiválódásának mechanizmusai 
 
A dolgozat fő témáját képező jelátvitel-szelektív aktiváció ismertetéséhez 
szükséges előbb bevezetni a receptorok aktiválódásának lehetséges modelljeit, melyek a 
GFKR-ekre is érvényesek. A hagyományos elképzelés szerint a receptorok kétféle 




ligandok az R* szerkezetet stabilizálva működésbe hozzák a receptort, míg az 
antagonisták az R konformációt stabilizálva gátolják a receptor jelátvitelét (4. ábra, A) 
[119]. Azonban az elmúlt néhány évtized kutatásai eredményei alapján ma már a 
kétállapotú modellnél összetettebb rendszert feltételezünk. Kiderült ugyanis, hogy egyes 
receptorok ligand kötődése nélkül is képesek aktív konformációt felvenni és jelátviteli 
útvonalakat aktiválni. A jelenséget bazális aktivitásnak nevezzük. Egyik elképzelés 
szerint ligandkötés nélkül a bazális aktivitás mértékét az R és R* állapotban lévő 
receptorok aránya határozza meg [120]. A receptorok bazális aktivitását más elmélet 
szerint a receptor részlegesen aktív, köztes konformációja (R’) hozza létre, mely az R és 
R* konformációk között helyezkedik el. Feltehetően ligandkötés esetén is az R* állapot 
ezen részlegesen aktív R’ konformáción keresztül alakul ki az R állapotból (4. ábra, B) 
[121]. A rendszer összetettségének köszönhetően azonban még ma sem eldöntött 
kérdés, hogy milyen konformációkat vehet fel egy receptor nyugalmi helyzetben, 




4. ábra G-fehérje kapcsolt receptorok alternatív receptoraktivációs elméletei 
A, A hagyományos kétállapotú receptoraktivációs modell. B, A háromállapotú 
receptoraktivációs modell. C, Kibővített háromállapotú modell. 
Rövidítések: inaktív konformáció (R), aktív konformáció (R*), köztes állapot (R’), 








A receptorok megfelelő konformációjának kialakulásában a ligandok 
tulajdonságai meghatározó szereppel bírnak. Egyik alapvető ligandjellemző a 
hatékonyság, vagyis a receptoron keresztül a ligand által maximálisan létrehozható 
válasz nagysága. A ligand hatékonysága megszabja, hogy mennyire képes az R és R* 
közötti egyensúlyt eltolni. A teljes agonisták az R* konformációhoz kötődnek és azt 
stabilizálják. A részleges agonisták mind az R, mind pedig az R* konformációhoz 
kötődnek, ennek megfelelően a teljes agonistákhoz képest kevéssé képesek az aktív 
állapot felé eltolni az egyensúlyt. Az inverz agonistáknak nevezett ligandok az inaktív R 
állapotban lévő receptorokhoz kötnek, eltolva ezzel az egyensúlyt az inaktív állapot 
felé. Az inverz agonisták tehát képesek a bazális aktivitás csökkentésére is (4. ábra, B). 
A neutrális antagonista ligandok nem befolyásolják a bazális aktivitást, azonban 
kompetitíven meggátolják más ligandok kötődését, így R’ konformációban stabilizálják 
a receptort [123]. A bazális aktivitás és inverz agonizmus jelenségének leírása óta 
számos antagonistáról kiderült, hogy valójában inverz agonistaként funkcionálnak, 
többek között néhány ARB-ról is. Ugyanis az AT1R is rendelkezik bazális aktivitással, 
mely bár alacsony szintű (~5%), de funkcionális jelentőséggel bírhat [124]. 
Ez a két végállapottal (R és R*) jellemezhető modell jó magyarázatul szolgál a 
GFKR-ek funkcionális viselkedésének nagy részére, amikor egy receptor és egy 
aktiválódó G-fehérjéből álló rendszerben vizsgáljuk különböző ligandok hatékonyságát. 
A GFKR-ekre azonban jellemző, hogy a G-fehérje család több tagját is képesek 
lehetnek aktiválni, valamint párhuzamosan, G-fehérjétől független jelpályákat is 
elindíthatnak. Az elmúlt egy-két évtized intenzív kutatásai fényt derítettek arra a 
jelenségre, hogy egy receptor nem csak egy aktív konformációban létezhet, hanem 
különböző aktív konformációkat is felvehet [125]. Ezen információkat alapul véve egy 
kibővített elmélet szerint minden agonista egy egyedi konformációban stabilizálja a 
receptort, mely meghatározza, hogy a különböző jelátviteli útvonalak közül melyek és 
milyen mértékben kerülnek aktiválódásra. A GFKR-ek esetén például, hogy melyik G-
fehérjék, kinázok, illetve arresztinek lépnek működésbe (4. ábra, C) [126]. Egy ligand 
hatékonysága tehát attól függ, hogy melyik jelátviteli folyamat aktiválódásának 
mértékét vizsgáljuk. Az egyes ligandok által az eltérő receptor konformáció 




jelátvitel-szelektív agonizmusnak (angolul biased agonism), vagy funkcionális 
szelektivitásnak nevezzük [127, 128].  
 
2.3.2. A funkcionális szelektivitás létrejöttének mechanizmusa 
 
A jelátvitel-szelektív agonizmus kapcsán alapvetően két fontos lépést érdemes 
megvizsgálni, mégpedig a receptorok lehetséges konformációs állapotait, illetve az 
aktivált receptor interakcióját a különböző szignalizációs partnerekkel. Az elmúlt 
évtizedekben számos módszertani megközelítéssel, köztük fluoreszcens technikákkal, 
sikerült kimutatni, hogy a ligandok egyedi konformációkban képesek stabilizálni a 
GFKR-eket [129, 130]. Intenzív vizsgálatok tárgyát képezik, hogy a receptorok és 
ligandjaik mely szekvenciarészletei, illetve általuk létrehozott szerkezeti elemek 
meghatározók a receptor szerkezetének rögzítésében, és ezáltal a jelátvitel 
szelektivitásban. Mint azt az AT1R szerkezetének bemutatásánál említettem, a GFKR-
ek igen nehezen kristályosítható struktúrával rendelkeznek, így szerkezetük hosszú ideg 
csak közvetve volt vizsgálható. Az utóbbi évtized fejlődésének köszönhetően azonban 
mára már számos GFKR kristályszerkezetét sikerült megalkotni, melyek nagy 
előrelépést jelentettek a receptorok szerkezet-hatás összefüggésének vizsgálatában. 
Bioinformatikai módszerek, köztük in silico homológián alapuló modellezési technikák 
segítségével, a rendelkezésre álló struktúrák felhasználásával, további távlatok nyíltak 
meg a jelátvitel-szelektív aktiváció megismerésében és lehetséges új ligandok 
fejlesztésében [131]. 
  Az egyedi receptorkonformációk feltételezik továbbá, hogy a receptor 
egyes régiói más-más formában rögzülnek a különböző ligandok esetén. Mivel az 
interakciós partnerek a GFKR-ek különböző doménjeihez kapcsolódnak várható, hogy a 
jelátvitel résztvevőinek kötődése is eltérő mértékben fog megváltozni, mely befolyásolja 
a jelpályák aktivitását. A szignalizációs partnermolekulák az interakció során maguk is 
konformációs változáson mehetnek keresztül. Erre mutat példát a β-arresztin molekula. 
Charest és munkatársai az igen nagy felbontással működő biolumineszcencia rezonancia 
energia transzfer (BRET) technika segítségével vizsgálták meg a β-arresztin molekulán 
belüli szerkezeti változásokat GFKR ligandok hatására [132]. Az eredmények arra 




által stabilizált különböző receptorkonformációk eltérő változásokhoz vezetnek a β-
arresztin molekula szerkezetében. Egyazon jelátvitelt (pl. β-arresztin-függő jelpályákat) 
szelektíven aktiváló különböző ligandok hatására azonban nem feltétlenül azonos 
strukturális módosulások mennek végbe a β-arresztinben [133, 134]. Ezt a feltevést 
támasztja alá, hogy az azonos csoportba tartozó funkcionálisan szelektív ligandok által 
kiváltott szignalizáció más vizsgálatokban sem mutatott minden esetben teljes mértékű 
egyezést. Az ugyanazon jelátvitel irányába elfogult ligandok tehát nem feltétlenül 
helyettesíthetők egymással. Érdekes továbbá, hogy Rakesh és munkatársai egér 
szívizomsejtekben az AT1R mechanikai stressz általi aktiválódásakor létrejövő β-
arresztin konformációs változások vizsgálatakor úgy találták, hogy a mechanikai ingerre 
tapasztalt szerkezeti módosulás a β-arresztin jelátvitelre szelektív ligand stimulációja 
esetén létrejövő β-arresztin konformációs változásaival mutatott hasonlóságot [135]. 
Ezen eredmények arra utalnak, hogy az AT1R a membránnyújtás érzékelését G-fehérje 
aktiváció nélkül, β-arresztin-függő módon közvetítheti a szívizomsejtek felé.  
A β-arresztin molekulák aktiválódását azonban nem csak az aktív 
receptorkonformáció határozza meg, hanem a GRK-k által létrehozott foszforilációs 
mintázat is. A GRK család tagjai a receptort foszforilálva elősegítik deszenzitizációját, 
vagyis szétkapcsolódását a G-fehérjétől, valamint a β-arresztin molekulák kötődését. Az 
egyes ligandok által stabilizált eltérő receptor konformációk különböző GRK izoformák 
aktiválódásához vezetnek, melyek eltérő foszforilációs mintázatot, úgynevezett „GRK-
vonalkódot” helyeznek el a receptor intracelluláris felszínén. Az egyedi foszforilációs 
mintázat, ezáltal receptortopológia és töltéseloszlás pedig befolyásolhatja a kötődő β-
arresztin konformációját, így az általa elindított jelátviteli pályákat, valamint a receptor 
mozgását is [136, 137]. Az AT1R foszforilációját, deszenzitizációját, illetve a GRK 
család szerepét később részletesebben is tárgyalom. 
Összefoglalva tehát jelenlegi elképzelésünk szerint a jelátvitel-szelektív 
agonizmus során nemcsak a receptor szerkezete stabilizálódik egyedi aktív 
konformációban az egyes ligandok esetén, de az eltérő GRK-k általi foszforilációs 






2.3.3. A GFKR-ek jelátvitel-szelektív agonizmusának jelentősége 
 
A GFKR-ek jelátvitel-szelektív agonizmusa az irodalom forró pontjává vált az 
elmúlt évtizedekben, hiszen ezen mechanizmus által a receptorok működése sokkal 
finomabban hangolható, mint korábban gondoltuk. Ennek következtében egyre több 
információval rendelkezünk a GFKR-ek komplex jelátviteli rendszereiről és ezek 
szelektív aktivációjáról [138-140]. Mint említettem, a GFKR-ek jelátviteli 
mechanizmusai alapvetően két csoportba sorolhatók azáltal, hogy G-fehérje aktiválás 
hatására, vagy pedig attól függetlenül lépnek működésbe. Ennek megfelelően 
beszélhetünk a receptorcsalád jelátvitel-szelektív ligandjai közül is G-fehérje-függő 
jelátvitel irányába elfogult, vagy pedig G-fehérjétől független, azaz β-arresztin jelátvitel 




5. ábra A G-fehérje kapcsolt receptorok jelátvitel-szelektív agonizmusa 
Az Agonista1 a klasszikus agonistát jelképezi, mely azonos mértékben segíti elő mind a 
G-fehérje-függő, mind pedig a β-arresztin-mediált jelpályák elindulását. Az Agonista2, 
a G-fehérje jelátvitelt szelektíven aktiváló ligandokra utal, melyek kötődése a receptort 
G-fehérje kötést és aktivációt preferáló konformációban stabilizálja. A β-arresztin 
jelátvitel irányába elfogult ligandok esetén a G-fehérje jelpályák helyett a receptor 
elsősorban β-arresztin-függő mechanizmusokat indít el (Agonista3). 
 
A párhuzamos jelpályák eltérő, olykor ellentétes funkciókkal is rendelkezhetnek. 
Esetenként a β-arresztin által elindított jelpályák kedvező hatásokat közvetítenek, míg a 




mellékhatásokat. Ezen jelenségre mutat példát a „béta-blokkolók” közé sorolt carvedilol 
is. A „béta–blokkolók” nem specifikus β-adrenerg receptor (β-AR) gátlószerek, 
melyeket széles körben alkalmaznak a miokardiális infarktus terápiájában [141]. 
Szívelégtelenség kezelésében is használatosak, ahol a csoport egyes tagjai képesek a 
túlélést javítani, közülük is legkifejezettebben a carvedilol [142]. Későbbi kutatások 
kiderítették, hogy a carvedilol nem egy klasszikus β-AR antagonista, hanem β-arresztin 
jelátvitel-szelektív agonista. G-fehérje-független módon képes az EGFR 
transzaktivációját, valamint ERK1/2 foszforilációt kiváltani [143, 144]. A β-AR-okról 
ismert, hogy hosszú távú Gs-fehérje aktivációjuk kardiotoxikus [145], míg az általuk 
létrehozott EGFR transzaktiváció kardioprotektív hatású [146]. A G-fehérje-függő 
jelátvitel gátlása, és párhuzamosan a kardioprotektív β-arresztin jelátvitel aktivációja 
felelős lehet a carvedilol szívelégtelenség kezelésében tapasztalt kedvezőbb klinikai 
hatásaiért.  
Az elmúlt években megkezdődött célzottan jelátvitel-szelektív 
ligandok/hatóanyagok fejlesztése is. Alkalmazásuk célja a terápiás hatékonyság 
növelése a kívánt hatásprofil eléréséhez szükséges pályák szelektív aktiválásával, a nem 
kívánatos mellékhatásokat okozó pályák aktiválása nélkül vagy gátlásával. Ilyen 
vegyületre példa a G-fehérje jelátvitelre szelektív μ-opioid receptor (μ-OR) agonista 
TRV130. A μ-OR esetén az analgetikus hatás Gi-fehérje-mediált folyamat, míg a 
gasztrointesztinális, a légzésdeprimáló, illetve a toleranciához vezető mellékhatások β-
arresztin közvetítésével jönnek létre [147]. Állatkísérletes modellekben a TRV130 a 
teljes agonista morfinhoz hasonló mértékű analgetikus hatást mutatott, kisebb fokú 
légzésdeprimáló mellékhatással [148]. A jelenleg is tartó klinikai vizsgálatok 
megerősítették, hogy a TRV130 a morfinnál jobb analgatikus hatással és egészséges 
önkéntesek esetén kevesebb mellékhatással rendelkezik. Fázis 2 vizsgálat során viszont 
már nem sikerült szignifikánsan kisebb légzésdeprimáló hatást kimutatni, de a terápiás 
hatékonyság így is jobbnak bizonyult, mint morfin esetén [149, 150]. A vegyület 
jelenleg is további vizsgálatok tárgyát képezi.  
A jelátvitel-szelektív ligandok feltérképezése és fejlesztése azonban nemcsak új 
lehetőségeket, de újabb kihívásokat is rejt magában. Egy vegyület funkcionális 
szelektivitásának karakterizálásához ugyanis rendkívül sokféle jelpályára gyakorolt 




alkalmazott megközelítési módszertől is. Olyan módszer esetén mely egy jelpálya 
erősítés nélküli korai lépését (pl. β-arresztin-kötés ) vizsgálja [151], egy parciális 
agonista a teljes agonistához képest kisebb maximális jelet mutat [152]. Egy erősítést 
követő lépést vizsgáló megközelítésben (pl. másodlagos hírvivőképzés mint az 
Ins(1,4,5)P3 produkció) viszont a teljes agonistával megegyező maximális választ 
hozhat létre. Így az egyik vizsgálati rendszerben teljes, míg a másikban részleges hatás 
elérésével a ligand tévesen jelátvitel-szelektív agonistának lehet kategorizálva. Számos 
különböző kvalitatív és kvantitatív megközelítési módszer létezik már a jelátvitel-
szelektivitás meghatározására, azonban az irodalomban továbbra sincs egységesen 
elfogadott álláspont a témában [153, 154]. Egyes szerzők a természetes ligandhoz mint 
referenciához viszonyítva adják meg a vizsgált vegyület jelátvitel-szelektivitásának 
mértéket. Az így kapott „bias faktor”, vagyis „elfogultsági faktor” a jelpálya 
szelektivitás mértékének számszerűsített értéke. Természetesen előfordulhat, hogy a 
természetes ligand sem teljesen „elfogulatlan” a különböző jelpályák irányába. Ezért 
egy vizsgált ligand funkcionális szelektivitásának mértéke nem tekinthető egy abszolút 
tulajdonságnak, hanem sokkal inkább az adott rendszerben, az adott viszonyítási 
ligandhoz képest kifejezett relatív értéknek [153, 155].  
Fontos szempont továbbá, hogy a megfigyelhető eltérő intracelluláris jelátvitel 
milyen mértékben vezet eltérő biológiai válaszhoz. Számos példa ismert már az 
irodalomban a G-fehérje-függő, illetve a β-arresztin-mediált jelpályák elkülöníthető, 
akár ellentétes szerepéről in vivo fiziológiás és patológiás folyamatokban. Erre jelent 
példát a szívizom-hipertófia, a szívelégtelenség kialakulása, a VSMC-k hipertófiája 
vagy hiperpláziája, a kemotaxis és az immunválasz létrejötte, a csontanyagcsere, a 
tumornövekedés, a migráció vagy az anyagcsere-háztartás szabályozása is [94]. Ezen 
folyamatokban is előnyös lehet G-fehérje-függő, vagy éppen G-fehérje-független 
ligandok fejlesztése. Az eddigi hatások, biológiai válaszok nagy többsége azonban 
sejtes rendszereken, illetve állatokon végzett kísérletekből származik. További kihívást 
jelent az így látott hatások terápiás eredményekbe való átültetése is [156]. A jelátvitel-
szelektív agonizmus azonban nem csak farmakológiai szempontból fontos jelenség, 
hiszen egyre több adat utal arra, hogy léteznek endogén funkcionálisan szelektív 
ligandok is, melyek szintén számos élettani folyamatra hatással bírhatnak. Erre példa az 




endogén jelátvitel-szelektív agonistái [159]. Az AT1R esetén pedig egy nemrég 
megjelent közlemény az Ang(1-7) molekuláról mutatta ki, hogy képes a β-arresztin-
függő jelpályákat szelektíven aktiválni [19]. További endogén ligandok felfedezése 
valószínűleg mindinkább megerősíti majd azt az elképzelést, hogy a jelátvitel-szelektív 
agonizmus egy elterjedt és az evolúció során konzervált folyamat, melynek segítségével 
egyazon receptoron keresztül a különböző endogén ligandok eltérő jelátviteli 
mintázatokat képesek aktiválni és sokszínű biológiai válaszokat létrehozni.  
 
2.3.4. Az AT1R jelátvitel-szelektív aktivációja 
 
A funkcionális szelektivitás témakörében az AT1R az egyik legrégebb óta és 
legintenzívebben vizsgált GFKR. A kutatás fő céljai AT1R esetén is a szelektív jelpálya-
aktiváció mechanizmusának megismerése, illetve az ezáltal létrehozott biológiai 
válaszok karakterizálása. A jelenség feltérképezéséhez különböző módszerek, 
megközelítési lehetőségek állnak rendelkezésünkre, többek között funkcionálisan 
szelektív tulajdonságokkal bíró ligandok, illetve mutáns receptorok is. Az irodalomban 
számos mutáns AT1R ismert, melyekben a receptorfunkciót jelentősen befolyásoló 
doménekben történt aminosavcsere. Közéjük tartozik például a konstitutívan aktív, Gq/11 
jelpálya irányába elfogult N111G-AT1R [160], valamint a β-arresztin jelátvitelt 
szelektíven aktiváló D74N-AT1R és a DRY/AAY mutáns AT1R-ok is [161]. 
Kísérleteinkben a munkacsoportunk által létrehozott DRY/AAY AT1R-t alkalmaztuk 
[162], ezért ezt a mutánst ismertetném.  A G-fehérjét nem aktiváló DRY/AAY mutáns 
AT1R-ben a GFKR-ek rendkívül konzervált aszparaginsav-arginin-tirozin (DRY) 
motívumában történt aminosavcsere [109, 161, 163, 164]. A motívum a harmadik 
transzmembrán domén és a második intracelluláris hurok határán található (2. ábra, A). 
Ismert róla, hogy kitüntetett szerepet játszik a receptorok aktivációjában és G-fehérje 
kötésében, azonban az egyes GFKR-ekben betöltött szerepe nem teljesen egyező [165]. 
A DRY/AAY AT1R-ben a konzervált domén Asp125 és Arg126 aminosavait alaninnal 
helyettesítették, melynek következtében G-fehérje kötésre képtelen mutáns jött létre 
[162]. A receptor β-arresztin2-kötésre, internalizációra, valamint ERK1/2 aktivációra 




beszélhetünk, mely a vad típusú AT1R-hez hasonló mértékű sejtfelszíni expresszióval, 
valamint AngII iránti affinitással rendelkezik [161].  
Szintén mutáns receptorokkal végzett vizsgálatokkal kimutatták, hogy az AT1R 
esetén más domének vesznek részt a MAPK kaszkád, valamint a Gq-fehérje-függő 
jelátvitel aktivációjában [166]. Az egyes jelpályák, mint a G-fehérje-függő, illetve -
független útvonalak, nemcsak eltérő fehérjeszekvenciát igényelnek, de a receptor eltérő 
konformációban való rögzülését is [37, 167]. Ismert továbbá, hogy vannak olyan 
útvonalak, melyek aktiválódása különböző receptorepitópok és -konformációk 
közvetítésével is létrejöhet. Azonban a különböző módon aktivált jelpálya végül eltérő 
biológiai válaszokhoz vezethet. Erre példa a korábban részletezett MAPK kaszkád is, 
mely az elindító jelpályától függően eltérő lokalizációjú és hatású aktivált effektor 
molekulákat tartalmaz [168].  
Az AT1R mellett számos tanulmány vizsgálta az endogén ligand AngII 
szerkezet-aktivitás összefüggését is [169], melynek köszönhetően igen nagyszámú 
AngII analóg került már leírásra [170]. Ezen vizsgálatok alapján az AngII molekula 
aminosavszármazékai eltérő mértékben befolyásolják a receptor ligandkötését, 







aminosavak az AngII kötődése során az AT1R számos aminosavával 
kerülnek kontaktusba, és kitüntetett szereppel bírnak a kötés kialakulásában, illetve a 
receptor aktiválásában [171]. A nyolcas pozíciójú fenilalanin kiemelten kritikus az 
AngII agonista aktivitásában. Cseréje gyengíti az agonista aktivitást és agonista-
antagonista átmenethez vezet. Az aromás Phe
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 glicinre vagy izoleucinra történő cseréje 
G-fehérje-aktivációra képtelen, azonban β-arresztin-jelátvitelre képes AngII analógokat 




]-AngII (SI-AngII) is, melyet évtizedekig 
antagonistaként tartották számon az irodalomban. Később kiderült, hogy nem gátolja a 
receptor minden funkcióját, és egyes jelpályákon parciális agonistaként működik [172]. 
Legújabb adatok szerint a Gq-jelpályát egyáltalán nem, a β-arresztin-jelátvitelt 
részlegesen aktiválva jelátvitel-szelektív agonistaként működik [134], valamint a nem 
peptid antagonistáktól eltérően képes a receptor internalizációját is elindítani [173]. Az 
AngII egyes pozíciójában lévő aszpartát cseréje sarcosin [Sar] csoportra pedig fokozza 




féléletidejüket, valamint fokozza mind az agonista, mind pedig az antagonista analógok 
hatáserősségét is [172].  
A 4-es és 8-as pozíciójú tirozin és fenilalanin együttes cseréjével szintén G-
fehérje aktivációra képtelen, β-arresztin-jelátvitelre szelektív AngII analógok jönnek 






]-AngII (SII-AngII) [109]. Az SII-AngII oktapeptid AngII 
analóg volt az egyik legelsőként kifejlesztett jelátvitel-szelektív ligand az irodalomban. 
Bár az SII-AngII nagyon alacsony affinitással rendelkezik az AT1R-hez [169], mégis 
széles körben alkalmazzák a funkcionális szelektivitás vizsgálatára. Az elfogult AT1R 
ligandok közül az SII-AngII-ról rendelkezünk a legtöbb információval. Kifejlesztése és 
alkalmazása nagyban elősegítette a terület fejlődését. Az SII-AngII által aktivált AT1R 
Gq/11-fehérje-kötésre képtelen, azonban egyes, ettől függetlenül működő jelpályákat 
képes működésbe hozni. Jellemző rá, hogy β-arresztin közvetítésével MAPK aktivációt 
hoz létre, mely citoplazmatikus fehérjék foszforilációját szabályozza [109]. Fokozza a 
fehérjetermelést a MAPK interakciós kináz 1, eukarióta iniciációs faktor-4E és ERK1/2 
aktivációján keresztül [106]. Az SII-AngII funkcionális hatásokkal is rendelkezik az 
AngII fiziológiás célsejtjein. Izolált egér szívizomsejteken például pozitív inotróp és 
luzitróp hatással bír. A folyamathoz GRK6 és β-arresztin2 szükséges, míg a GRK2 
izoforma ezzel ellentétesen hat [103]. Ez a jelenség is példa a GRK izoformák 
specializált, olykor ellentétes szerepére. Primer szívizomsejtek esetén is igaz, hogy az 
SII-AngII β-arresztin közvetítésével csak a citoplazmában lévő ERK1/2-t, ennek 
hatására pedig a p90 riboszómális S6 kinázt (p90RSK) aktiválja. Mivel elmarad a Gq/11-
fehérje-függő ERK1/2 sejtmagba áthelyeződés, nem jön létre az Elk1 transzkripciós 
faktor aktivációja sem. Az SII-AngII ezáltal a szívizomsejtek proliferációját hozza létre, 
de nem jön létre hipertrófia, mely AngII hatására megfigyelhető [174]. Az AngII másik 
jelentős célsejtjeiben, a VSMC-kben az SII-AngII szintén β-arresztin-függő módon 
mitogén és antiapoptotikus hatásokat vált ki, valamint fokozza a migrációjukat. Ezen 
mechanizmusokban a VSMC-k AT1R jelátvitelére igen jellemző, EGFR transzaktiváció 
játszik szerepet. Az SII-AngII által kiváltott ERK1/2 aktiválódás és proliferáció is az 
EGFR G-fehérje-független transzaktivációján keresztül jön létre ezekben a sejtekben 
[175]. Továbbá az ERK1/2-p90RSK, valamint a PI3K/Akt útvonalak szinkron a 
proapoptotikus BAD nevű fehérje foszforilációjához és lebontásához vezetnek SII-




citoprotektív hatásaira patkány simaizomsejteken [105]. Az SII-AngII a szintén AngII 
célszerv mellékvesekéreg zona glomerulosa sejtek aldoszteronszintézisét is képes 
fokozni β-arresztin-mediált útvonalon, az AngII által indukált Gq-fehérje-függő 
aldoszterontermelésen túlmenően [176]. A folyamat fokozott aldoszterontermeléshez 
vezethet, mely káros kardiális átépülést és szívelégtelenség-súlyosbodást okozhat. Ezt a 
jelenséget mindenképpen fontos figyelembe venni β-arresztin jelátvitelre szelektív 
ligandok fejlesztése és alkalmazása során [170]. 
Az egyes β-arresztin-szelektív AT1R mutánsokra és ligandokra jellemző, hogy 
nem teljesen azonos konformációs és jelátviteli változásokat hoznak létre. Mint ahogy 
már említettem, a G-fehérje-aktiváció hiányán, és a β-arresztin aktivációján mint közös 
jellemzőn túl ugyanis eltérő szerkezetben stabilizálhatják mind a receptort mind pedig a 
β-arresztint. A számos egyéb párhuzamos útvonalat sem teljesen azonos mintázattal 
indítják el, melynek következménye, hogy eltérő intracelluláris célfehérjék 
foszforilálódnak, illetve más-más gének expressziója regulálódik. A jelátvitel ezen 
szintjein már nem feltétlenül lehet a különböző β-arresztin jelátvitelre szelektív 
ligandokat egy homogén csoportba sorolni [177]. 
 
2.3.5. Elfogult AT1R ligandok mint új terápiás lehetőségek 
 
Az ARB-k és az ACEI-k az első között alkalmazandó gyógyszerek pl. magas 
vérnyomás, szívizom-hipertrófia vagy krónikus szívelégtelenség kezelésben. Egyes 
tanulmányok arra utalnak, hogy összevetve a nem szelektíven ható gyógyszerekkel az 
AT1R Gαq/11-fehérje-függő útvonalainak szelektív gátlása bizonyos esetekben további jó 
hatással lehet [178, 179]. Ezen célokat szem előtt tartva néhány éve új, jelátvitel-
szelektív AT1R peptid agonisták kerültek kifejlesztésre. A TRV120023 (Sar-Arg-Val-
Tyr-Lys-His-Pro-Ala-OH) és TRV120027 (Sar-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-D-Ala-OH) 
ligandok sokkal nagyobb affinitással kötődnek az AT1R-hoz, mint az SII-AngII, mely 
fontos szempont a klinikai alkalmazhatóságban. Ezek a TRV peptidek G-fehérje 
aktiválás nélkül, szelektíven indítják el a β-arresztin-mediált jelátviteli útvonalakat. 
Képesek az ERK1/2, a c-Jun, a Fokális adhéziós kináz és a Src kinázok foszforilációját 
valamint aktivációját, továbbá ezen utóbbin keresztül az endotéliális nitrogén monoxid 




fokozzák az izolált egér szívizomsejtek kontraktilitását és teljesítményét is [180, 181]. 
Patkányokon, a klasszikus AT1R antagonistáktól eltérően, a vérnyomás csökkentése 
mellett nem okoznak verőtérfogat-csökkenést, nem rontják a szív pumpafunkcióját, sőt 
β-arresztin-függő módon képesek a szív kontraktilitását fokozni a miozin könnyű lánc 
foszforilációjának fokozásán keresztül [182]. Összességében, a vérnyomás 
csökkentésével csökkentik a szív utóterhelését és oxigénigényét, megkönnyítve ezzel a 
szív munkáját, továbbá fokozzák a szív kontraktilitását [183]. Ezen hatásprofil 
kifejezetten előnyös lehet szívelégtelenség kezelésében, ahol egy időben szükséges a 
vérnyomás csökkentése és a szív kontraktilitásának fokozása. Az ARB-k és ACEI-k, 
melyek a magas vérnyomás, illetve a krónikus szívelégtelenség kezelés alap terápiás 
eszközei, nem alkalmazhatók akut szívelégtelenség esetén. Ilyenkor ugyanis hátrányos 
hatásuk, hogy csökkentik a szív pumpaműködését, és hosszan tartó vérnyomásesést 
okoznak.  Ezért felmerült, hogy a β-arresztin jelátvitel-szelektív AT1R ligandok 
hatásosak lehetnek akut szívelégtelenség kezelésében. Az elektromos ingerléssel 
kiváltott szívelégtelenség kutya modelljében a TRV120027 csökkentette a pulmonális 
kapilláris vérnyomást, mely a nehézlégzés súlyosságára enged következtetni, valamint 
az artériás középnyomást és a teljes perifériás érellenállást is. Fokozta továbbá a vese 
perfúzióját és a szív perctérfogatát, vagyis teljesítőképességét is [184]. A TRV120027 
előnyös tulajdonságainak köszönhetően további humán vizsgálatok tárgyát képezte mint 
újabb terápiás lehetőség az akut szívelégtelenség kezelésében [185, 186]. Az egészséges 
önkénteseken végzett fázis I és stabil pangásos szívelégtelenségben szenvedő betegeken 
végzett fázis IIa vizsgálatokban is jól tolerálható, rövid féléletidejű farmakokinetikai 
profilt mutatott. A vizsgált személyek közül az emelkedett reninszinttel rendelkezőkben 
hatásos vérnyomáscsökkentőnek bizonyult, míg a normál plazma reninszinttel 
rendelkezőkben nem csökkentette az artériás középnyomást [185, 187]. Ezt követően 
fázis IIb randomizált, dupla vak vizsgálatban vetették össze hatékonyságát placebóval, 
illetve hagyományos terápiával akut szívelégtelen betegekben [188]. A vizsgálatokban 
végül nem sikerült szignifikáns különbséget találni a kitűzött paraméterekben (pl. 






2.4. A GFKR-ek deszenzitizációja és internalizációja, a válaszkészség szabályozása 
 
A GFKR-ekre jellemző, hogy aktiválódás után a receptor foszforilálódik, 
jelátviteli folyamatai mérséklődnek, majd egy lefűződő membrándarab segítségével 
eltávolodik a plazmamembrántól és sejt belsejébe kerül, azaz internalizálódik. Ezen 
folyamatok összessége a receptor, és ezáltal a sejt érzékenységét és válaszkészségét is 
meghatározza.  
2.4.1. A GFKR-ek deszenzitizációja és a G-fehérje kapcsolt receptor kinázok  
 
Az aktiválódott GFKR különböző kinázok által foszforilálódik, melynek 
hatására jelátvitele csökken. A jelenséget deszenzitizációnak nevezzük, mely létrejöhet 
homológ, illetve heterológ módon, attól függően, hogy mely kinázok foszforilálják a 
receptort. Homológ deszenzitizáció esetén a receptoraktiváció következtében 
aktiválódott kinázok foszforilálják a receptort, és vezetnek ugyanazon receptor 
deszenzitizációjához [189]. Heterológ deszenzitizációról akkor beszélhetünk, ha a 
receptor aktiváció nélkül foszforilálódik, más aktiválódott receptorok által működésbe 
hozott kinázok hatására. A homológ deszenzitizációban elsősorban a GRK-k vesznek 
részt, míg a heterológ deszenzitizációban a különböző jelpályák által aktivált kinázok, 
mint a protein kináz C vagy a protein kináz A  [190]. A GRK és a protein kináz C, 
illetve a protein kináz A foszforilációs helyei a receptorokon többnyire csak részleges 
átfedést mutatnak [189]. Ezen pozíciókban lévő aminosavak foszforilációja meggátolja 
a receptor további interakcióját a G-fehérjével, leállítva ezzel a G-fehérje-függő 
jelátvitelt. 
A GFKR-ek foszforilációjában és homológ deszenzitizációjában résztvevő GRK 
család 7 tagból áll (GRK1-GRK7). A tagok alapvetően hasonló amino-terminális 
régióból, központi katalitikus doménből és különböző karboxil-terminális doménekből 
épülnek fel. Ez utóbbi domén alapján három csoportba sorolhatjuk a család tagjait. A 
GRK1 és GRK7 alkotta alcsaládot retinális opszin kinázoknak nevezik, mivel csak a 
szemben fordulnak elő. A második csoport tagjait β-adrenerg receptor kinázoknak is 
nevezik, mert először a β-adrenerg receptor tanulmányozása során írtak le őket. Közéjük 
tartozik a GRK2 és a GRK3. A GRK2 és a GRK3 pleksztrin homológia domént (PH-




hatására a βγ-alegység PtdIns(4,5)P2-n keresztül elősegíti a GRK2 aktiválódását és 
plazmamembránhoz való kötődését az aktivált receptor közelében, végül pedig a 
ligandkötött receptor foszforilációját. A GRK2 és GRK3 széles körben elterjedt a 
különböző sejttípusokban. A GRK4-hez hasonló alcsalád tagjai a GRK4, a GRK5 és a 
GRK6 melyek, ellentétben a többi alcsalád tagjaival, tartósan a plazmamembránhoz 
kötődve helyezkednek el. A GRK4 és GRK6 transzlációt követően palmitoilálódik, míg 
a GRK5 karboxil-terminálisán lévő pozitív töltésű aminosavakkal kapcsolódik a 
membránhoz. A GRK-k ezen csoportjának aktiválódásához nincs szükség az aktivált G-
fehérje βγ-alegységére [191].  
Mint korábban kifejtettem a különböző GRK-k általi receptorfoszforiláció nem 
egységes, sokkal inkább egyedi és célzott folyamat. Az egyes ligandok által létrehozott 
eltérő receptorkonformációk más és más GRK-k aktiválódásához vezetnek, melyek 
eltérő foszforilációs mintázatot helyeznek el a receptor intracelluláris felszínén. Az 
eltérő foszforilációs mintázatok pedig befolyásolhatják a receptor sorsát, illetve 
jelátviteli mechanizmusait [136]. Ennek köszönhetően a homológ GRK család tagjai 
egyes esetekben azonos funkciókkal rendelkeznek, más folyamatokban viszont 
egymással ellentétes hatásokat hoznak létre. Az AT1R foszforilációjában a GRK2, a 
GRK3, a GRK5, a GRK6, valamint a PKC vesz részt [33]. A GRK2 vagy 3 általi 
foszforiláció a β-arresztin által mediált ERK1/2 jelátvitelt csökkenti, továbbá a GRK2-
nek kiemelkedő szerepe van a receptor foszforilációjában. Kim és munkatársai COS7 
sejtekben fejeztettek ki domináns negatív GRK2-t (GRK2K220M), melynek hatására 
40%-kal csökkent az AT1R foszforilációja. Ezzel szemben a GRK5 és GRK6 általi 
foszforiláció a β-arresztin által mediált ERK1/2 aktiváció létrejöttéhez 
nélkülözhetetlennek bizonyult, habár az AT1R foszforilációjában és β-arresztin-kötés 
ben csak kisebb mértékben tűnt relevánsnak [192]. Feltehetően tehát a GRK2/3 és 
GRK5/6 fehérjék a G-fehérje-függő, valamint a β-arresztin-mediált útvonalak között 
kapcsoló szerepet töltenek be az AT1R esetén.  
A GRK-k azonban nemcsak a receptor foszforilációját végzik, hanem kimutatták 
már interakciójukat a PI3K-al is, valamint klatrin kötőhelyükön keresztül közvetlenül a 
klatrin molekulával is [193, 194]. Ezek segítségével részt vesznek a receptormediált 
endocitózis szabályozásában is [195], valamint a megfelelő pozíciójú foszforilációjuk 




elősegíti a receptor szétkapcsolódását a G-fehérjétől [92, 197]. A β-arresztin molekula 
karboxil-terminális régiójában klatrin és adapter protein-2 (AP-2) kötő domén is 
található [198, 199], melyek közreműködésével adapterfehérjeként részt vesz a 
receptorok deszenzitizációját követő, klatrin-mediált endocitózis elindításában is.  
 
2.4.2. A GFKR-ek internalizációja 
 
Az internalizáció, más néven endocitózis egy igen összetett, jól szabályozott 
folyamat, melynek számos párhuzamos útvonalakból álló tagja van. Az endocitózis 
fontos részét képezi a sejt és környezete közötti információcserének, a plazmamembrán 
lipid- és fehérje-összetételének, valamint a sejtfelszínről elinduló jelátviteli folyamatok 
szabályozásának [200]. Az endocitózis számos párhuzamosan futó mechanizmuson 
keresztül létrejöhet, melyeket legegyszerűbb csoportosítás szerint klatrinmediált 
endocitózis (CME), illetve klatrintól független endocitózis (CIE) csoportokra 
oszthatunk [201]. Az egyes útvonalak egymással részben átfednek, azonos szereplőket 
is tartalmaznak, például a CME folyamatában eddig több mint 150 fehérje szerepét 
vetették fel, azonban többségük funkciója még bizonytalan.  
 
2.4.2.1. Klatrinmediált endocitózis 
 
Az eddigi kutatási eredmények alapján a GFKR-ek elsősorban a CME-n 
keresztül internalizálódnak. Ez a legintenzívebben kutatott endocitózis útvonal. A 
folyamat során először bemélyedés alakul ki a plazmamembrán egy PtdIns(4,5)P2 
gazdag területén, melynek citoplazmatikus oldalán különböző membrán görbületet 
érzékelő fehérjék jelennek meg, köztük a FES-CIP4 homológia domént tartalmazó 
fehérje (FCHO) is, melyek különböző adapter proteinek közreműködésével (pl. 
interszektinek) létrehozzák az úgynevezett iniciációs komplexet (6. ábra) [202]. A 
szerepet játszó fehérjék még vita tárgyát képezik, azonban hatásukra a membrán 
PtdIns(4,5)P2 molekuláihoz kötődni képes AP-2 molekula is megjelenik. A következő 
lépésben az AP-2 adaptermolekula a klatrint is a görbülethez gyűjti. A klatrin 




hexagonális struktúrákat építenek fel. Hálószerűen körbeveszi a plazmamembrán-
bemélyedést, melyet így már klatrinburkos gödörnek (clathrin-coated pit; CCP) 
nevezünk. Ezt követi a szállítmány szortírozása, melynek során az internalizációra 
kerülő receptorok a CCP-be irányítódnak. A szállítmány adapter fehérjéken (pl. AP-2, 
stonin, Numb) keresztül kötődik a klatrinhálóhoz, ezáltal egyben stabilizálja is a CCP-t 
[203]. A szállítmány irányításában a fehérjék citoplazmatikus szakaszán található 
különféle irányító szekvenciák, valamint a fehérjék meghatározott aminosavainak 
foszforilációja vagy ubikvitinációja vesz részt. Ezeket a jelzéseket ismerik fel az 
adapterfehérjék, és gyűjtik össze a szállítmányt a CCP-kbe [204]. 
 
 
6. ábra A klatrinmediált endocitózis lépései és résztvevői  
Rövidítések: adapter protein-2 (AP-2), adapter protein-180 (AP-180), Bin-Amfifizin-
Rvs domén tartalmú fehérje (BAR-fehérje), klatrinburkos gödör (CCP),  klatrinburkos 
vezikula (CCV), FES-CIP4 homológia domént tartalmazó fehérje (FCHO), hősokk 
fehérjével rokon fehérje 70 (HSC70), foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfát (PtdIns(4,5)P2), 





A CCP ezáltal tovább növekedve és érve, egyre inkább kiboltosul a 
plazmamembránból, mely jellegzetes képet mutat elektronmikroszkópos felvételeken. A 
lefűződő vezikula plazmamembránból történő leválasztása a dinamin kis G-fehérje által 
történik. A dinamin GTP hasításából nyert energiával képes elhasítani a klatrinburkos 
vezikula (chlatrin-coated vesicle; CCV) nyaki részét, melynek következtében a CCV 
teljesen elválik a plazmamembrántól. A nyak forma kialakításában és a dinamin általi 
hasítás elősegítésében Bin-Amfifizin-Rvs domén (BAR-domén) tartalmú fehérjék által 
alkotott polimerek vesznek részt [206]. A dinamin működésében kiemelkedősen fontos 
a molekula PH-doménjának plazmamembrán PtdIns(4,5)P2 molekuláihoz történő 
kötődése [207]. A lefűződött CCV-ről ezt követően azonnal megindul a klatrinburok 
lebontása, az ATP-áz aktivitású hősokk fehérjével rokon fehérje 70 (HSC70) [208] és 
kofaktora az auxilin közreműködésével. A leválasztott adapterfehérjék ezután 
visszakerülnek a plazmamembránba, ahol újra felhasználásra kerülnek, a burok nélküli 
vezikula pedig először a korai endoszómákba irányítódik, ahonnan különböző 
kompartmentekbe szállítódhat tovább [209].  
 
2.4.2.2. Klatrintől független endocitózis 
 
A CME-től eltérően kevéssé tisztázott a CIE-ben szerepet játszó útvonalak 
működése, illetve jelentősége. A klatrintól független, azonban dinaminfüggő útvonalak 
közé tartozik a kaveola függő endocitózis is, mely az egyik legjobban ismert CIE forma. 
Ennek során jellegzetes palack formájú bemélyedések alakulnak ki a membrán 
koleszterinben és szfingolipidben gazdag régióiban. Az itt elhelyezkedő, illetve ide 
irányított receptorok internalizációja az oligomerizálódó kaveolin és kavin molekulák 
segítségével jön létre, melyek feltehetően a membránlipidek organizációjának 
módosításával hozzák létre a jellegzetes membránformákat. A kaveolák szerepét az 
endocitózis mellett kimutatták már a sejtek jelátvitelében, a koleszterin- és lipid-
anyagcserében, valamint a membránfeszülés érzékelésében is [210]. 
A flottilin molekulák a kaveoláktól és klatrintól független membrándoménekben 
oligomerizálódnak, valamint, a kaveolákhoz hasonlóan, a membránlipidek 
organizációjának segítségével hoznak létre endocitózisra kerülő vezikulákat. 




útvonalak fontossága sem a GFKR-ek endocitózisában mint például a Cdc42 kis G-
fehérje által regulált glikozil-foszfatidilinozitolhoz horgonyzott fehérjék 
endocitózisának útvonala, a RhoA függő interleukin-2 receptor β útvonal, a cirkuláris 
membránfodrozódás, a makropinocitózis vagy az ADP-ribozilációs faktor 6 (Arf6) kis 
G-fehérje-függő endocitózis szerepe sem (7. ábra) [200].  
 
 
7. ábra Lehetséges endocitotikus útvonalak 
Az ábrán különböző endocitótikus útvonalak kerültek feltűntetésre klatrin-, illetve 
dinamin függésüknek megfelelően. vagy a keresztül a késői endoszómákba és a 
irányítódik tovább. Rövidítések: korai endoszóma (KE), lizoszómákba (Liz), 
makropinoszóma (MP), multivezikuláris test (MVT), reciklizáló endoszóma (RE), 
Forrás: [211] alapján módosítva. 
 
 
Lényeges megjegyezni, hogy a CME és CIE útvonalai párhuzamosan működnek, 
egyes elemeik egymással átfednek, továbbá egy adott receptor egy időben különböző 
endocitotikus mechanizmussal is bekerülhet a sejt belsejébe. Azonban a más-más 
módokon elindult endocitotikus vezikulák feltehetően ugyanazon intracelluláris 




2.4.3. Az internalizáció szerepe a GFKR-ek szabályozásában 
 
Az internalizáció során a foszforilált és deszenzitizált receptor eltávolodik a 
plazmamembrántól és endoszómális kompartmentek felé irányítódik. Az endoszómák 
savas környezetének hatására a receptorokról leválik a ligand, és a receptort 
citoplazmatikus foszfatázok defoszforilálják.  A defoszforiláció segítségével a receptor 
visszanyeri aktiválhatóságát, azaz reszenzitizálódik. A receptor ezt követően vagy a 
lizoszómákban degradálódik, vagy a reciklizáló endoszómák segítségével visszakerül a 
plazmamembránba, ahol újra képessé válik ligand kötésére (8. ábra). Az egyes GFKR-
ek változó mértékben és ideig jelennek meg a különböző intracelluláris 
kompartmentekben, endoszómális vezikulákban, mely karakterisztikus az adott 
receptorra. 
Korábban az internalizáció fő funkciójának a deszenzitizációt, vagyis az 
érzékenységcsökkentést tartották, azonban az újabb irodalmi adatok alapján úgy tűnik, 
hogy sokkal összetettebb szereppel rendelkezik a receptorok szabályozásában, a sejt 
felszíni receptorszám csökkentése mellett részét képezi a sejten belüli jelátvitelnek 
valamint, a receptor reciklizációjával, a sejtérzékenység helyreállításának és 
szabályozásának is [95, 212]. A sejtfelszíni receptorszám dinamikus egyensúlyi 
állapotát a sejtfelszínre kerülő és az onnan endocitózissal eltávolodó receptorok 
mennyisége közötti arány biztosítja [213]. Az endocitózis a sejtfelszíni receptorszám 
csökkentésével, majd a receptorok érzékenységének helyreállításán a reszenzitizáció, 
valamint a reciklizáció, időbeni és térbeni koordinálásán keresztül képes a sejt 
válaszkészségét szabályozni az adott receptorra nézve. Továbbá egyre több adat szól 
amellett, hogy az endocitózis során is folyhat szignalizáció az internalizált receptorról 
[214], többek között β-arresztin-függő jelátvitel is elindulhat az endoszómákban 
elhelyezkedő receptorról [109]. Legfrissebb adatok szerint pedig a „B osztályába” 
tartozó GFKR-eknél a G-fehérje-aktiváció is előfordulhat sokkal fenntartottabb 






8. ábra A G-fehérje kapcsolt receptorok (GFKR) válaszkészségének szabályozása 
Agonistakötődés hatására a GFKR-ek G-fehérjéken keresztül számos jelátviteli 
útvonalat aktiválnak (1), majd ezt követőn G-fehérje kapcsolt receptor kinázokok 
(GRK) által foszforilálódnak és megkötik az arresztin molekulát. Arresztin kötődése a 
receptorhoz a G-fehérje-függő jelpályák lecsendesedését váltja ki, vagyis a receptor 
deszenzitizációját (2). A receptor ezt követően a foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfátban 
(PtdIns(4,5)P2) gazdag klatrinburkos gödrökbe (CCP) irányítódik, ahonnan többek 
között az adapter fehérje-2 (AP-2) közreműködésével elindul az internalizáció (3). Az 
internalizált receptor szortírozásra kerül, miközben egyes receptorokról továbbra is 
elindulnak jelátvitelt folyamatok (4). A receptor ezt követően vagy a lizoszómákba 
kerülve degradálódik (5a), vagy pedig reszenzitizációt követően reciklizáló 









2.4.4. A Rab kis G-fehérje család szabályozó szerepe a vezikuláris transzportban 
 
Az endocitotikus és exocitotikus útvonalak sejtorganellumai jellegzetes térbeli 
eloszlást mutatnak, és egy szerteágazó intracelluláris vezikulo-tubuláris rendszeren 
keresztül működnek. A vezikuláris transzportfolyamatok regulációjának jellegzetes 
molekulái közé tartoznak különböző kis G-fehérje családok, mint a Rab, a Rho, illetve 
az Arf is. Ezen molekulák mind a CME, mind pedig a CIE útvonalain is megtalálhatók. 
A Rab kis G-fehérjék egy több mint 60 tagból álló szupercsaládot képeznek, mely 
kulcsfontosságú szerepet játszik a vezikuláris transzportmechanizmusok irányításában 
[216]. A Rab fehérjék szabályozásának alapját az aktív GTP- és az inaktív GDP-kötött 
állapotok közötti váltás lehetősége adja. A GTP- és GDP-kötött állapotok közötti 
ciklikus átmenet térben és időben képes szabályozni a membrántranszport-folyamatokat 
azáltal, hogy a Rab fehérjék mint időzítők játszanak szerepet [217]. A Rab fehérjék 
működésére jellemző, hogy egy endocitotikus vezikulában egy időben eltérő 
mennyiségben, de több különböző Rab fehérje is előfordulhat, valamint, hogy egy adott 
Rab fehérje egymást követő, egymásba átalakuló vezikulákban is jelen lehet (9. ábra) 
[218].  
Az egyik legtöbbet vizsgált Rab fehérje a Rab5, mely a korai/szortírozó 
endoszómák képződésében és funkciójában játszik szerepet. A Rab5 a korai endoszóma 
antigénnel (EEA1) az elsődleges endocitotikus vezikulák és a korai endoszómák közötti 
fúziót szabályozza. A fúzió létrejöttének első lépéseiben fontos szerepet játszik az 
EEA1 foszfatidilinozitol-3-foszfát (PtdIns-3P) kötése is [219]. A Rab5 molekula 
funkciója azonban nem merül ki a fúzió létrehozásában, hanem részt vesz az 
endoszómák mozgatásában is, a mikrotubulus motorfehérják endoszómához való 
kapcsolásával. Egyes feltételezések szerint a Rab5 fő funkciója a különböző 
fehérjekomponensek összegyűjtése lehet, melyek segítségével specifikus 
membrándoméneket hozhat létre az endoszómákban. A Rab5 a szortírozó 
endoszómákban is előfordulhat, azonban itt elsősorban a Rab4 molekula játszik fontos 
szerepet, mely az endocitotikus reciklizáló kompartmenttel is kapcsolatban áll. Úgy 
tűnik tehát, hogy a Rab4 szerepe a szortírozó endoszómákból a plazmamembránhoz 
való korai reciklizációban van. A Rab 11 az endocitotikus reciklizáló kompartmentben, 




plazmamembránhoz való késői reciklizáció regulációjában vesz részt. A vezikulák érése 
során a Rab4 és Rab11 együtt is előfordulhatnak a reciklizáló endoszómákon. A Rab7 a 
vezikuláris transzport következő szereplőinek, a késői endoszómáknak, illetve a 
lebontásban szerepet játszó lizoszómáknak kulcsfontosságú szabályozója és egyben 
markere [216]. A késői endoszómákból a Golgi-apparátus irányába folyó transzportban 
elsősorban a Rab9 fehérje szerepét tartják fontosnak [220], az endoplazmás retikulum 
(ER) és Golgi-apparátus közötti vezikulaforgalmat a Rab1, míg az ellenkező irányú, 






9. ábra Rab fehérjék a sejten belüli vezikuláris transzportfolyamatokban 
Az ábrán az egyes vezikulatípusokra legjellemzőbb Rab kis G-fehérjék kerültek 
feltüntetésre. Rövidítések: endoszóma (E.), endoplazmás retikulum (ER), Golgi-







2.5. Membrán foszfoinozitidek  
2.5.1. A foszfoinozitidekről általában 
 
A sejtmembránok felépítésében alapvető fontosságú glicerofoszfolipidek közé 
tartoznak a foszfatidilinozitol foszforilált származékai a foszfoinozitidek (PPIn). Az 
inozitol-gyűrű öt szabad hidroxil-csoportjából háromnál lehetséges reverzibilis 
foszforiláció (3’ 4’ és 5’ pozíciókban), ezáltal összesen 7 különböző PPIn jöhet létre 
(10. ábra). 
       
 
10. ábra A foszfoinozitidek (PPIn) metabolizmusának lehetséges útvonalai  
A foszfatidilinozitol (PtdIns) myo-inozitolgyűrű szénatomjainak megfelelő számozás 
alapján, a 3-as, 4-es és 5-ös pozícióban található hidroxilcsoportok foszforilálódhatnak. 
Az ábrán a különböző PPIn-ek, valamint az átalakulásukhoz vezető foszforilációs 
(fekete nyíl), defoszforilációs (szürke nyíl), illetve hasítási (szaggatott nyíl) reakcióik 
kerültek feltüntetésre. Az átláthatóság kedvéért csak a foszforilációért felelős 
foszfatidilinozitol-foszfát-kinázokat (PIPK), illetve foszfatidilinozitol-kinázokat (PIK) 
jelöltem. Rövidítések: diacilglicerin (DAG), foszfolipáz C (PLC), foszfátcsoport (PO4
2
), 




A PPIn-ek közel 20 átalakulási folyamatának katalizálása nagyszámú kináz, 
illetve foszfatáz enzim közreműködésével valósul meg [223], egy adott lépést többféle 
enzim is katalizálhat. Az egyes membránokban elhelyezkedő enzimek működésének 
szelektív regulációja lehetőséget teremt a különböző PPIn szintek elkülönült 
szabályozására a sejtorganellumokban, vagy akár egy sejtalkotó membrán különböző 
szegmensein belül is. Ezáltal a PPIn-ek elhelyezkedése a sejtben nem egyenletes, hanem 
jellegzetes eloszlást mutat, melynek köszönhetően egyben specifikus markerei is a 




11. ábra Foszfoinozitidek (PPIn) eloszlása a sejtmembránokban  
A plazmamembrán fő PPIn-je a foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfát (PtdIns(4,5)P2), 
melyből különböző ingerek hatására foszfatidilinozitol-3,4,5-triszfoszfát 
(PtdIns(3,4,5)P3) keletkezhet. A foszfatidilinozitol-4-foszfát (PtdIns4P) elsősorban a 
Golgi-hálózatban, illetve a plazmamembránban található. A korai endoszómák 
foszfatidilinozitol-3-foszfátban (PtdIns3P), míg a késői endoszómák elsősorban 
foszfatidilinozitol-3,5-biszfoszfátban (PtdIns(3,5)P2) gazdagok.  
 
 
 A fehérjék különféle PPIn felismerő és kötő doménnel rendelkezhetnek, melyek 
segítségével a megfelelő sejtalkotóhoz irányíthatók, illetve aktivitásuk befolyásolható. 




foszfatázok által megteremti a lehetőségét, hogy az elkülönült lipidkészletek időben 
akár eltérő sejtfolyamatokban is szabályozó szerepet tölthessenek be [224]. 
 
2.5.2. A PtdIns(4,5)P2 képződése és jelentősége  
 
Az állati sejtekben legnagyobb mennyiségben előforduló PPIn a PtdIns(4,5)P2, 
mely elsősorban a plazmamembránban található. Képződése két útvonalon keresztül is 
létrejöhet, foszfatidilinozitol-foszfát-kinázok (PIPK) közreműködésével (11. ábra). Az 
I-es típusú PIPK (PIPKI) csoportba tartozó enzimek végzik a foszfatidilinozitol-4-
foszfát (PtdIns4P) 5-ös hidroxil-csoportjának foszforilációját, míg a II-es típusba 
tartozó PIPK-k (PIPKII) a foszfatidilinozitol-5-foszfát (PtdIns5P) molekula inozitol 
gyűrűjének 4-es hidroxil-csoportját foszforilálják. Az előállításhoz szükséges PPIn-ek 
azonban nem azonos mennyiségben vannak jelen a plazmamembránban. Mivel 
jelentősen több a PtdIns4P molekula, mint a PtdIns5P, a PIPKI enzimek általi PtdIns4P 
foszforilációt tekintik meghatározónak a plazmamembrán PtdIns(4,5)P2 szintézisében 
[225] . A szubsztrátként szolgáló PtdIns4P molekula elsősorban a Golgi-apparátusban 
fordul elő, azonban mind a PtdIns4P-ot, mind pedig a képződésében szerepet játszó 
foszfatidilinozitol-4-kináz (PI4K) jelenlétét is kimutatták már a plazmamembránban. A 
PI4K enzimek katalizálják a PtdIns molekula inozitol gyűrűjében lévő 4-es hidroxil-
csoport foszforilációját. A Golgi-apparátusban lévő PtdIns4P szintéziséért elsősorban a 
wortmannin (Wm) érzékeny III-as csoportjába tartozó PI4KB enzim a felelős, míg a 
plazmamembránban keletkező PtdIns4P-ot a III-as típusú, azaz szintén wortmannin- 
érzékeny, PI4KA szintetizálja [226]. Ahogy korábban már említettem a Gq-fehérje 
kapcsolt GFKR aktiváció során a PLCβ hasítja a PtdIns(4,5)P2-t a plazmamembránban, 
ezáltal DAG és Ins(1,4,5)P3 képződik. A PtdIns(4,5)P2 bontást a lipid gyors reszintézise 
követi, melyben szintén a PI4KA szerepe tűnik meghatározónak [227]. Ezt támasztja 
alá, hogy a PtdIns(4,5)P2 szintézise és reszintézise során a PIPKI enzimek rendkívül 
gyorsan foszforilálják a keletkezett PtdIns4P molekulákat, így a folyamat 
sebességmeghatározó lépése a PI4KA általi PtdIns4P képzés PtdIns-ból [228]. 
A plazmamembrán PtdIns(4,5)P2 molekulái számos sejtélettani folyamat 
szabályozásában játszanak meghatározó szerepet. Mind a GFKR-ek, mind pedig a 




hogy a GFKR-ek esetén PtdIns(4,5)P2 bontás során a másodlagos hírvivő DAG és 
Ins(1,4,5)P3 keletkezik, így közreműködik többek között a Ca
2+
 jel létrejöttében is [8]. 
A receptor tirozin kinázok aktivációjának hatására PtdIns(4,5)P2-ból foszfatidilinozitol 
3-kinázok (PI3K) közreműködésével foszfatidilinozitol-3,4,5-triszfoszfát 
(PtdIns(3,4,5)P3) képződik. A PtdIns(3,4,5)P3-ot specifikusan felismerő fehérjék 
jelátviteli rendszerek széles spektrumát aktiválják, befolyásolva ezzel többek között a 
sejt növekedését, túlélését, citoszkeleton átrendeződését, valamint metabolizmusát 
[229]. A PtdIns(4,5)P2 hatással bír továbbá számos ioncsatorna és transzporterfehérje 
működésére a plazmamembránban [230], valamint az aktinpolimerizációra, a 
fagocitózis, a kemotaxis, az exocitózis, illetve az endocitózis folyamataira is [224]. A 
CME kapcsán már érintettem, hogy számos adapter fehérje rendelkezik PtdIns(4,5)P2 
kötő doménnel, mint például az AP-2, a dinamin, valamint a membrán görbületet 
érzékelő BAR-doménnel rendelkező fehérjék is [224]. A lipidkötés segítségével 
kerülnek közös komplexbe az endocitózis résztvevői a plazmamembrán PtdIns(4,5)P2 
gazdag régióiba. Funkcióinak köszönhetően a PtdIns(4,5)P2 molekula kapcsolódási 






















Mint láthattuk, számos információval rendelkezünk már a GFKR-ek és köztük 
az AT1R funkcionális szelektív aktivációjának mechanizmusáról és jelátviteli 
következményeiről. Kevéssé ismert azonban a szelektíven aktivált receptor további 
sejten belüli sorsa, mely meghatározó szereppel bír a receptorok és általuk a sejtek 
érzékenységében. Munkánk célja ezért az AT1R, mint kiemelkedően fontos 
funkcionálisan szelektív farmakológiai célpont, intracelluláris sorsának vizsgálata volt 
jelátvitel-szelektív ligandok hatására.  
A PhD-dolgozatomban bemutatásra kerülő kísérletekben a következő kérdésekre 
kerestük a választ: 
 
 Hogyan változik az AT1R internalizációja jelátvitel-szelektív aktivációt 
követően? 
 Milyen mechanizmus játszik meghatározó szerepet az elfogult ligand által 
aktivált AT1R korai endoszómákban való megjelenésében? 
 Tapasztalható-e különbség a jelátvitel-szelektív módon aktivált AT1R-ek 
















4. Anyagok és módszerek 
 
4.1. Felhasznált anyagok 
 
A sejttenyésztéshez használt edényeket és a kísérletekhez használt tálcákat a 
Greiner Bio-One cégtől (Kremsmünster, Ausztria) vásároltuk. A DMEM (Dulbecco 
által módosított Eagle médium), a fötális borjúszérum (FBS), a penicillin/streptomycin, 
az Opti-MEM
®
, valamint a Lipofectamine 2000™ anyagokat az Invitrogen™ Life 
Technologies (Carlsbad, CA, USA) cégtől rendeltük. A cölenterazin h-t az Invitrogen 
Life Technologies (Carlsbad, CA, USA), illetve a Regis Technologies (Morton Grove, 
IL) cégektől vásároltuk. A wortmannint a Calbiochemtől (SanDiego, CA, USA), az 
A61603 vegyületet és a PIK93 gátlószert a Sigma-Aldrichtől (St. Louis, MO, USA) 
rendeltük. Az A1 vegyületet Balla Tamás (NICHD, NIH, Bethesda, Maryland, USA) 











AngII-t (SII-AngII) a Bachem AG-től (Bubendorf, Svájc) vásároltuk, a TRV120023 és 
a TRV120027 peptideket a Proteogenix (Schiltigheim, Franciaország) cégnél 
szintetizáltattuk, több mint 98%-os tisztasággal. Minden más, külön nem említett 
vegyületet és reagenst a Sigma-Aldrichtől (St. Louis, MO, USA) szereztünk be. Az 1. 
táblázatban az általunk alkalmazott AT1R ligandok aminosav-összetétele, valamint 
inhibíciós konstansaik kerültek feltüntetésre. 
 
1. táblázat Az általunk alkalmazott AT1R ligandok aminosav összetétele és 
inhibíciós konstansai (Ki) 
Rövidítések: AngiotenzinII (AngII), AngiotenzinIV (AngIV) 
Név Aminosav összetétel Ki (nM) 
AngII Asp-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Phe-OH 1,15 












]-AngII  Sar-Arg-Val-Ile-Val-His-Pro-Ile-OH 213 
TRV120023 Sar-Arg-Val-Tyr-Lys-His-Pro-Ala-OH 10 




4.2. DNS konstrukciók 
 
A sárga fluoreszcens fehérjével (YFP) jelölt konstrukciók az eYFP-C1 vagy az 
eYFP-N1 (Clontech, Mountain View, CA, USA) vektorvázba kerültek beillesztésre. Az 
eYFP-vel jelölt β-arresztin2-t (β-arresztin2-YFP), munkacsoportunk korábban készítette 
el, hasonlóan a vad típusú és a DRY/AAY mutáns AT1R-ok Renilla luciferázzal (Rluc) 
jelölt változatait is (AT1R-Rluc és DRY/AAY AT1R-Rluc) [162, 232]. A DRY/AAY 
AT1R-ben az Asp125 és Arg126 aminosavakat alaninnal helyettesítettük, mely 
mutációk G-fehérje kötésére képtelen AT1R-t eredményeztek.  
Az AT1R vezikuláris transzportjának vizsgálataihoz különböző Rab kis G-
fehérjéket alkalmaztunk markerként. A BRET méréseink során YFP-vel jelölt 
konstrukciókat használtunk (YFP-Rab5, YFP-Rab7 és YFP-Rab11). Elkészítésükhöz a 
munkacsoportunk által már korábban is használt zöld fluoeszcens fehérjét (eGFP) 
tartalmazó konstrukciókban kicseréltük a fluoreszcens fehérjét kódoló szakaszt YFP-re 
[233]. A PLCδ1 enzim PtdIns(4,5)P2-ot kötő pleksztrin homológia doménnel 
rendelkezik (PH-domén). Ezen PH-domén YFP-vel jelölt változatát szintén 
munkacsoportunk hozta létre korábban (PLCδ1-PH-YFP), melynek segítségével a 
plazmamembrán PtdIns(4,5)P2 molekuláit követtük nyomon [234]. A PtdIns(4,5)P2 
bontás vizsgálatai során egy másik megközelítésben nem csak energiadonorként, de 
energiaakceptorként is a PLCδ1-PH-domén szerepelt. Ez a konstrukció a PLCδ1-PH-
szuper Renilla luciferáz (PLCδ1-PH-Sluc), melynek készítésénél az PLCδ1-PH-YFP 
plazmid eYFP-t kódoló régiója került kicserélésre a szuper Renilla luciferáz (Sluc) 
szekvenciájára [235]. A K220M domináns negatív mutáns GRK2 (DN-GRK2) 
expressziós vektort Dr. S. S. G. Ferguson bocsátotta rendelkezésünkre [236]. Az α1A-
adrenerg receptort a Missouri S&T cDNA Resource Centertől vásároltuk (Rolla, MO). 
 
4.3. Sejtkultúra és transzfekció 
 
Kísérleteinkhez kétféle sejtvonalat, humán embrionális vesesejteket (HEK 293), 
valamint az eredeti sejtvonal SV40 vírus T antigénjét is tartalmazó változatát (HEK 
293T) használtuk. A sejteket az American Type Culture Collection (Manassas, VA, 




alkalmaztuk. A HEK 293 sejteket 100 IU/ml penicillint, 100 μg/ml streptomycint és 10 
% hőinaktivált FBS-t tartalmazó DMEM oldatban tartottuk fenn. A tenyésztés 37°C-on, 
5% CO2 és 95% levegő keverékét tartalmazó termosztátban történt. A kísérletekhez a 
sejteket 10 cm-es edényekben tenyésztettük, majd a transzfekció előtt tripszinezéssel 
felszedtük, és Lipofectamine 2000 reagenssel, Opti-MEM
®
 médiumban tranziensen 
transzfektáltuk. A kísérletek során 0,5 µl Lipofectamine 2000-et, 0,25 mg Rluc-ot 
tartalmazó, valamint 0,0625-0,125 mg jelöletlen vagy YFP-t tartalmazó DNS 
konstrukciót használtunk lyukanként, 96 lyukú tálca esetén. BRET méréshez a sejteket 
poli-L-lizinnel (0,001%, 1 óra) előkezelt 96-lyukú fehér tálcán osztottuk szét 1x10
5 
sejt/lyuk sűrűséggel. 6 órával a transzfekció után a sejteken lévő médiumot 10% FBS 
tartalmú DMEM-re cseréltük. Az intracelluláris Ca
2+
 méréshez a HEK 293 sejteket 10 
cm-es edényekben tenyésztettük és 24 órával a mérés előtt Lipofectamine 2000 
reagenssel tranziensen transzfektáltuk a különböző DNS konstrukciókkal.  
 
4.4. Biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer (BRET) mérések 
4.4.1. A BRET technika működési elve 
 
A BRET technika alapja a rezonancia energiatranszfer jelenség, melynek során 
az energiadonor és -akceptor fehérjék között energiaátadás jön létre. A fluoreszcens 
vagy biolumineszcens donor molekula gerjesztés hatására, megfelelő közelség esetén 
(10 nm>), energiájának egy részét rezonancia útján képes átadni az akceptor 
molekulának. A gerjesztett akceptor molekula ennek hatására, saját emissziós 
spektrumán fényt bocsát ki. Az energiatranszfer létrejöttéhez szükséges a donor 
molekula emissziós és az akceptor molekula excitációs spektrumának átfedése, a partner 
molekulák megfelelő fizikai közelsége és orientációja. A módszer igen nagy előnye, 
hogy lehetőséget ad az élő sejtekben történő fehérje-kölcsönhatások valós idejű 
vizsgálatára. A rezonancia energiatranszfer méréseket első leírásuk óta széles körben 
alkalmazzák az irodalomban [237].  
BRET méréseinkhez a vizsgálni kívánt fehérjéket biolumineszcens 
energiadonor, illetve fluoreszcens energiaakceptor molekulákkal jelöltük meg. 
Kísérleteinkben az egyik vizsgálandó fehérjéhez az energiadonor Renilla luciferázt 




energiaakceptor sárga fluoreszcens fehérjét (YFP) kötöttük (12. ábra). Az Rluc enzim 
sejtpermeábilis szubsztrátját (cölenterazin h) a sejtekhez adva, a hasítási reakcióból 
felszabaduló fény maximális intenzitása 485 nm-es hullámhosszon detektálható. 
Amennyiben a YFP-vel jelzett fehérje megfelelő molekuláris távolságon belül és 
megfelelő orientációban található, energiatranszfer jön létre. A sárga fluoreszcens 
fehérje gerjesztődik és fényt bocsát ki 530 nm körüli fényintenzitás maximummal (12. 
ábra). Az emissziós maximumokon, 485 és 530 nm-es hullámhosszokon detektált 
fényintenzitások hányadosát, BRET-jelnek vagy BRET-hányadosnak nevezzük: BRET 
hányados= I530/I485. A molekuláris közelség létrejöttét a hányados emelkedése jelzi, míg 




12. ábra A Biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer (BRET) működése 
Amennyiben az energiadonor Renilla luciferázzal (Rluc) jelölt fehérje megfelelő 
közelségbe kerül az energiaakceptor sárga fluoreszcens fehérjével (YFP) jelölt 
partnerfehérjétől energiatranszfer jön létre, melynek hatására az YFP 530 nm-en fényt 
bocsát ki. A molekuláris közelség létrejöttére az 530 nm-en, illetve a 485 nm-en 





4.4.1.1. A BRET mérések kivitelezése  
 
A BRET mérések kivitelezése 24 órával a transzfekció után fehér aljú 96-lyukú 
tálcákon történt. A sejteken lévő 10% FBS tartalmú DMEM médiumot a kísérletek előtt 
módosított Krebs-Ringer oldatra (120 mM NaCl, 4,7 mM KCl, 1,8 mM CaCl2, 0,7mM 
MgSO4, 10 mM glükóz és 10 mM Na-HEPES, pH 7,4) cseréltük. A BRET méréseket a 
Renilla luciferáz szubsztrátjának (cölenterazin h, 5 μM) hozzáadását követően kezdtük 
meg. A méréseket Berthold Mithras LB 940 (Bad Wildbad, Németország), illetve 
Varioskan Flash (Thermo Scientific, Waltham, MA) többcsatornás lemezolvasó 
készülékekkel végeztük 37 °C-on. A donor (Rluc)-, illetve akceptor (YFP) 
intenzitásokat 480 és 530 nm-es hullámhosszú szűrők segítségével detektáltuk. A 
mintavételi idő 0,25-0,5 másodperc volt. Kísérleteinket minden kondíció esetén 
triplikátumokban végeztük. A BRET-hányadost az 530/485 nm hullámhosszokon mért 
fényintenzitások hányadosaként határoztuk meg. A BRET-eredmények legalább három 
független kísérlet átlagából kerültek meghatározásra. Az ábrázolt BRET-görbék úgy 
készültek, hogy először az ingerelt sejteken mért BRET-hányadosokból kivontuk a nem 
ingerelt, kontroll sejteken mért értékeket, majd ezen eredményből kivontuk az ingerlés 
előtti értékek átlagát. Ezáltal a görbéken az ingerlésre kapott BRET-jel változásokat a 
csupán vivőanyagot kapott sejtek eredményeire normalizáltan, a stimulálást megelőző 
BRET-jelhez képesti különbségként ábrázoltuk. Az idő függvényében ábrázolt 
eredményeket átlag ± SEM formájában tüntettük fel.  
 
4.5. Western blot kísérletek  
 
Az ERK1/2 MAPK aktivitásának méréséhez 24 órával a kísérlet előtt HEK 293 
sejteket transzfektáltunk Rluc, AT1R-Rluc vagy DRY/AAY AT1R-Rluc 
konstrukciókkall 6 lyukú tálcákon. A kísérlet előtt 4 órával a sejteken lévő 10% FBS 
tartalmú DMEM oldatot 1 mg/ml BSA tartalmú szérummentes DMEM-re cseréltük. A 
sejteket 100 nM AngII-vel vagy 10 μM SII-AngII-vel kezeltük 5 percig 37°C-on, majd 
jégre helyezve a tálcákat leállítottuk a kísérletet. A sejteket jéghideg 1x PBS-el 
átmostuk és 100 μl proteáz- és foszfatáz-gátlókat tartalmazó SDS mintapufferben 




1,8 mM KH2PO4. A mintákat rövid ideig szonikáltuk, 5 percig 100°C-on főztük, majd 
4°C-on 5 percig centrifugáltuk. A felülúszókból egyenlő mennyiségeket futtattunk meg 
12%-os SDS poliakrilamid géleken. A fehérjéket polivinilidén-fluorid membránokra 
blottoltuk át, majd 1 órán keresztül szobahőmérsékleten blokkoltuk 5% zsírszegény 
tejport és 0,05% Tween 20-at tartalmazó 1x PBS oldatban (PBST). A membránokat 1 
órára 1:1000 higításban elsődleges antitesteket (egérben termeltetett α-foszfo-ERK1/2 
és nyúlban termeltetett α-totál-ERK1/2, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, 
USA) és 5% zsírszegény tejport tartalmazó PBST oldatba helyeztük. 3x10 perc mosást 
követően a membránokat 1 óráig 5% zsírszegény tejport tartalmazó PBST oldatban 
oldott másodlagos antitestekkel inkubáltuk (1:10000 arányban hígítva; 
tormaperoxidázzal (HRP) konjugált α-egér és α-nyúl antitest, Cell Signaling, Danvers, 
MA, USA,). 3x10 perc mosást követően az antitesteket felerősített kemilumineszcencia 
módszer segítségével, Immobilion Western HRP szubsztrát reagens (Millipore, 
Billerica, MA, USA) hozzáadásával tettük láthatóvá Fuji Super RX filmeken. A 






A HEK 293 sejteket Lipofectamine 2000 reagens segítségével AT1R-Rluc 
konstrukciókkal (6 μg DNS/10 cm-es edény) transzfektáltuk. 6 órával később a 
médiumot 10% FBS tartalmú DMEM-re cseréltük. 24 órával a transzfekciót követően a 
sejteket enyhe tripszinkezeléssel mobilizáltuk, centrifugáltuk, majd reszuszpendáltuk. A 
sejtekhez Ca
2+
 érzékeny fluoreszcens festéket, 2 μM Fura-2/AM-et (acetoxi-metilészter) 
tartalmazó DMEM oldatot adtunk. Az oldat összetétele: 1,2 mM CaCl2, 3,6 mM KCl, 
25 mM HEPES mely 1 mg/ml marha szérum albumint tartalmaz, 0,06% pluronsav és 
200 μM szulfinpirazon. A sejtek Fura-2/AM festékkel való töltése 45 percig, 
szobahőmérsékleten és sötétben történt. Az acetoxi-metilészter által 
membránpermeabilissá vált festék ezalatt felvételre került a sejtekbe, majd a 
citoplazmatikus észterázok lehasították az AM-csoportokat, ezáltal a festék a sejtekben 
halmozódott fel. A sejteket ezután azonos összetételű médiummal átmostuk és 
reszuszpendáltuk, mely azonban nem tartalmazott Fura-2/AM-et. A mérés előtt a 




mérőoldatban (120 mM NaCl, 4,7 mM KCl, 1,2 mM CaCl2, 0,7 mM MgSO4, 10 mM 
glukóz, 10 mM Na-Hepes; pH 7,4). A Ca
2+
 méréseket szobahőmérsékleten végeztük 
PTI Deltascan spectrofluorometer (Photon Technology International, Princeton, NJ) 
használatával. A Ca
2+
-ot kötött, illetve nem kötött Fura-2 abszorpciós spektruma eltérő 
380 nm-en, valamint 340 nm-en történő excitációt követően. A kísérleteket ezért 340, 
illetve 380 nm-en történő excitációval, és 505 nm-en detektált emisszióval végeztük el. 
Az emittált fénysugarak intenzitásának hányadosából következtethetünk a minta 
intracelluláris Ca
2+
 koncentrációjára. Az adatokat a Felix for Windows 1.42 programmal 
elemeztük. 
 
4.7. Konfokális mikroszkópia 
 
A konfokális mikroszkópos felvételek készítéséhez a laborunk által korábban 
létrehozott zöld fluoreszcens fehérjével jelölt AT1R-t (AT1R-GFP) stabilan kifejező 
HEK 293 sejtvonalat használtuk [233]. A sejteket poli-L-lizinnel (0,001%, 1 óra) 
előkezelt üveg fedőlemezekre szélesztettük, 3x10
5
 sejt/ 35 mm-es fedőlemez 
sűrűségben. A sejtosztást követően 24 órával receptorlokalizációt és -eloszlást 
vizsgáltunk Zeiss LSM 710 konfokális mikroszkóp segítségével (Carl Zeiss, 
Oberkochen, Németország), 63x-os Plan Apochromat immerziós objektívvel, multitrack 
módban. A GFP fluorofort 488 nm hullámhosszú argon lézerrel gerjesztettük. Az 
optikai szeletvastagság általában 1 μm volt. A konfokális felvételek elemzését ZEN 
(Carl Zeiss), illetve MetaMorph (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) szoftverek 
segítségével végeztük el. Az AT1R-GFP internalizációjának kvantifikálásakor a 
plazmamembrántól egyértelműen elkülöníthető AT1R-GFP tartalmú vezikulák arányát 
ábrázoltuk a maximális internalizáció, illetve az idő függvényében. Az internalizáció 
maximumának az egyes kísérletek adott kondícióiban egy időben mérhető legmagasabb 
vezikulaszámot tekintettük. 
   
4.8. Adatok elemzése, statisztikai analízis 
 
Az adatok elemzéséhez és az ábrák készítéséhez a GraphPad Prism 4.03 




használtuk (Systat Software). A BRET dózis-hatás görbék illesztését, valamint a 
statisztikai analíziseket a GraphPad Prism 4.03 program segítségével végeztük. 
Statisztikai módszerként a Rab4, Rab5 Rab7, Rab11 endoszómákban való megjelenés, 
illetve a β-arresztin2-kötés vizsgálatakor egyszempontos varianciaanalízist (ANOVA) 
és Tukey post hoc tesztet, míg a konfokális felvételek kiértékeléséhez és a DN-GRK2 
hatékonyságának megítéléséhez kétszempontos varianciaanalízist (ANOVA), majd 

























5.1. Az AT1R agonista indukált endocitózisának nyomon követése BRET 
módszerrel 
 
Az AT1R vezikuláris vándorlásának szabályozásában a Rab4, Rab5, Rab7 és 
Rab11 fehérjék szerepe ismert az irodalomban [239, 240]. Munkacsoportunk konfokális 
mikroszkópia segítségével korábban már kimutatta, hogy a fluoreszcensen jelölt AT1R 
AngII stimulus hatására Rab5 tartalmú korai endoszómákba transzlokálódik, majd 
rövidesen a Rab4 pozitív vezikulákba, melyet a Rab11 molekulákkal való interakció 
követ a sejtmag közeli kompartmentekben, körülbelül 30 perccel a ligandkötést 
követően [233]. Kísérletes munkánk során szintén az AT1R sorsát szerettük volna 
nyomon követni, azonban nem csak az endogén ligand AngII, hanem funkcionálisan 
szelektív aktiváció hatására is BRET módszerrel.  
 
 5.1.1. Jelátvitel-szelektív agonista és mutáns AT1R működésének ellenőrzése 
 
A jelátvitel-szelektív aktiváció hatásait két megközelítéssel, mégpedig 
funkcionálisan szelektív mutáns AT1R, valamint elfogult agonisták alkalmazásával 
kívántuk megvizsgálni. Kísérleteinkhez ezért a munkacsoportunk által korábban 
elkészített DRY/AAY mutáns AT1R-t (DRY/AAY AT1R) hívtuk segítségül. A 
DRY/AAY AT1R-ban a konzervatív Asp-Arg-Tyr (DRY) motívumban az Asp125 és 
Arg126 aminosavakat alaninnal helyettesítettük [162], mely mutációk G-fehérje kötésre 
képtelen receptort eredményeztek. Alkalmazni kívántuk továbbá, a szintén G-fehérje-






]AngII (SII-AngII) ligandot is, melyről ismert, 
hogy AT1R-hez való kötődésekor Gq/11-fehérje-függő útvonalak nem indulnak el, 
azonban a receptor β-arresztin2-kötése, valamint ERK1/2 aktivációja továbbra is 
létrejön [109, 241].  
Első kísérleteinkben ellenőrizni szerettük volna, hogy a BRET mérésekhez 
szükséges Renilla luciferáz (Rluc) jelölés nincs-e befolyással a receptorok működésére, 
azaz, hogy az Rluc jelölt vad típusú AT1R (AT1R-Rluc), valamint DRY/AAY AT1R 




korábban leírtakkal [110]. Ennek érdekében kontroll kísérleteket végeztünk, melyekben 
az AT1R jelátvitelének két fontos elemét vizsgáltuk meg, citoplazmatikus Ca
2+
 méréssel 
a Gq-fehérje aktivációjának következtében létrejövő Ca
2+
 jelet, valamint Western blot 
módszerrel az ERK1/2 MAPK foszforilációjának, vagyis aktivációjának mértékét HEK 
293 sejteken. A 13. ábrán látható, hogy az AT1R-Rluc esetén, a jelöletlen receptornál 
leírtakhoz hasonlóan [9], AngII stimulus hatására a citoplazmában a Ca
2+
 szint 
emelkedését detektáltuk. A jelátvitel-szelektív agonista SII-AngII általi ingerlés esetén, 
nem alakult ki Ca
2+
 jel a jelölt AT1R-on keresztül, mely alátámasztja, hogy ezen ligand 
hatására nem jön létre Gq-fehérje aktiváció (13. ábra, A). Az Rluc-al jelölt, szintén 
funkcionálisan szelektív, DRY/AAY AT1R aktivációja is a jelöletlen receptorról 
korábban leírtakkal megegyezően, nem hozott létre jelentős Gq-fehérje aktivációt sem 
AngII, sem pedig SII-AngII hozzáadásának hatására (13. ábra, B) [161]. Az ERK1/2 
aktivációjának vizsgálatakor mind az AT1R-Rluc, mind pedig a DRY/AAY AT1R-Rluc 
esetén ERK1/2 foszforiláció volt megfigyelhető 10 perces AngII, illetve SII-AngII 
kezelés hatására. Eredményeink összhangban állnak a jelöletlen receptorokkal szerzett 
azon előzetes tapasztalatokkal, hogy SII-AngII, illetve DRY/AAY AT1R alkalmazása 
esetén, jelátvitel-szelektív aktiváció során, kisebb mértékű ERK1/2 aktiváció jön létre, 
mint a vad típusú AT1R AngII ingerlésekor (13. ábra, C) [109, 110]. Ezen kontroll 
kísérletek alapján tehát megállapítottuk, hogy az Rluc jelölt AT1R-ok, a jelöletlen 




















































































veh     AngII  SII-AngII    veh    AngII SII-AngII      veh    AngII    SII-AngII
             Rluc                   AT1R-Rluc        DRY/AAY AT11R-Rluc
 
13. ábra Renilla-luciferázzal jelölt vad típusú és DRY/AAY AT1R-ok funkcionális 
vizsgálata 
(A-C) AT1R-Rluc, DRY/AAY AT1R-Rluc vagy (C) Rluc plazmidokkal transzfektáltunk 
HEK 293 sejteket 24 órával a kísérletek előtt. (A, B) A citoplazmatikus Ca
2+ 
mérések 
során a sejteket 45 percig Fura-2/AM fluoreszcens festékkel töltöttük, majd 100 nM 
AngII-vel (piros görbék), 10 μM SII-AngII-vel (kék görbék) vagy vivőanyaggal (fekete 
görbék) ingereltük. A kísérleteket szobahőmérsékleten végeztük PTI Deltascan 
spektrofluorometer használatával. A 340/380 nm hullámhosszokon történt excitációt 
követő fluoreszcens emisszió értékek hányadosát ábrázoltuk. Az ábrán három független 
kísérlet reprezentatív felvételei láthatók. (C) A foszforilált ERK1/2 (p-ERK1/2) és a 
teljes ERK1/2 fehérjék mennyiségének kimutatása Western blottal Rluc-ot, vad típusú 
AT1R-Rluc-ot, vagy DRY/AAY AT1R Rluc-ot kifejező HEK 293 sejtekben, 5 perces 
AngII (100 nM), illetve SII-AngII (10 μM) kezelést követően. A Western blot felvételek 




5.1.2. Az AT1R Rab5 tartalmú korai endoszómákban való megjelenése 
 
Az ellenőrző vizsgálatokat követően, az AT1R korai endoszómákban való 
megjelenését vizsgáltuk meg BRET módszerrel. Kísérleteinkben Renilla luciferázzal 
jelzett AT1R és a YFP-vel jelölt Rab5 fehérje közötti energiatranszfer létrejöttét 
követtük nyomon. A mérés során AT1R-Rluc és YFP-Rab5-tel transzfektált HEK 293 
sejtekhez 100 nM AngII-t adtunk (14. ábra). A BRET hányados emelkedése, vagyis a 
molekuláris közelség létrejötte, a már korábban ismertetett jelenségre, az AT1R korai 
endoszómákban való megjelenésére utal [233].  
 




























































14. ábra Az AT1R megjelenése a Rab5 tartalmú endoszómákban jelátvitel-szelektív 
aktivációt követően  
HEK 293 sejteket transzfektáltunk 24 órával a mérés előtt YFP-Rab5 (A-B) és AT1R-
Rluc (A-B) vagy DRY/AAY AT1R-Rluc (A) plazmidokkal. (A) A jelzett időpontban 
100 nM AngII (piros görbe) vagy vehikulum (szaggatott vonal) hozzáadásával 
stimuláltuk a sejteket. (B) A sejtekhez 100 nM AngII (piros görbe), 10 μM SII-AngII 
(sötétkék görbe), 100 nM SI-AngII (világoskék görbe) vagy vivőanyagként használt 
médiumot adtunk a jelzett időpontban. A BRET görbék a stimulált és a csak 
vivőanyagot kapott kontroll sejteken mért értékek különbségét mutatják, az ingerlés 
előtti értékekre normalizálva (szaggatott vonal). A BRET görbék legalább három 






Ezt követően megvizsgáltuk a jeltávitel szelektív DRY/AAY AT1R-Rluc 
internalizációját is, mely 100 nM AngII hozzáadás hatására szintén megjelent a YFP-
Rab5 tartalmú vezikulákban, azonban a vad típusú receptornál tapasztaltakhoz képest 
szignifikánsan korábban (14. ábra, A). A kapott internalizációs eltérést más 
megközelítéssel is megvizsgáltuk, a sejteket a szintén G-fehérje-független irányban 




]AngII-vel (SI-AngII)  ingereltük. Mind 10 
µM SII-AngII, mind pedig 100 nM SI-AngII hatására az AT1R a DRY/AAY AT1R-nál 
látottakhoz hasonlóan, szignifikánsan gyorsabban jelent meg a korai endoszómákban 
(14. ábra, B). Az internalizáció kinetikájában látott különbségek kiértékeléséhez 
egyszempontos varianciaanalízist (ANOVA), majd Tukey post hoc tesztet alkalmaztunk 
a mérés 500. és 1000. másodperce között mért értékek átlagaira (az ingerlést követő 3. 
és 12. perc közötti értékek). A statisztikai eredmények alapján szignifikánsan 
különbözik mind a DRY/AAY mutáns receptor internalizációja összevetve a vad típusú 
AT1R internalizációjával AngII stimulus hatására (p<0,05 DRY/AAY vs. Vad típus), 
mind pedig a vad típusú AT1R korai internalizációja SI-AngII vagy pedig SII-AngII 
ingerlés esetén, összevetve az AngII ingerléssel  (p<0,05 AngII vs. SI-AngII  és  AngII 
vs. SII-AngII) . 
A tapasztalt eltérő korai internalizáció elemzéséhez az eddig alkalmazott 
ligandokon túl, további jelátvitel-szelektív AngII analógok hatásait is megvizsgáltuk az 
AT1R internalizációjára. Következő kísérleteinkben az újabban felfedezett, nagyobb 
affinitású, azonban szintén G-fehérje-független jelátviteli útvonalakat szelektíven 
aktiváló TRV120023 (TRV3) és TRV120027 (TRV7) vegyületeket alkalmaztuk [180]. 
A 15. ábra A panelén látható, hogy az SII-AngII-nél és SI-AngII-nél tapasztaltakhoz 
hasonlóan (14. ábra, B), 1 μM TRV3, illetve 1 μM TRV7 hozzáadását követően is 
szignifikánsan gyorsabban jelent meg az AT1R a Rab5 jelzett korai endoszómákban, 
mint AngII stimulus esetén (p<0,05, AngII vs. TRV3 és AngII vs. TRV7, a 14. ábránál 
leírt statisztikai megközelítéssel).  
Az eddig vizsgált jelátvitel-szelektív agonisták (SI-AngII, SII-AngII, TRV3 és 
TRV7) eltérő mértékben ugyan, de mind kisebb affinitással kötődnek az AT1R-hoz, 
mint az AngII. Megvizsgáltuk ezért, hogy a tapasztalt felgyorsult korai internalizáció 
nem az eltérő affinitás következtében jön-e létre. Ehhez a szintén kisebb affinitással 




azonban mind G-fehérje aktivációt, mind pedig β-arresztin2-kötést képes létrehozni, így 
nem elfogult AT1R ligandnak tekinthető [21]. A funkcionálisan szelektív ligandoktól 
eltérően 10 μM AngIV az AngII-nél tapasztaltaktól szignifikánsan nem eltérő (p>0,05, 
AngII vs. AngIV, a 14. ábránál alkalmazott statisztikai megközelítéssel), lassabb 

































































15. ábra AT1R-Rluc internalizációjának vizsgálata különböző agonisták hatására  
HEK 293 sejteket transzfektáltunk 24 órával a mérés előtt YFP-Rab5 és AT1R-Rluc 
plazmidokkal. A jelzett időpontokban 100 nM AngII (A-B, piros görbe), 1 μM TRV3 
(A-B, lila görbe), 1 μM TRV7 (A, szürke görbe), 10 μM AngIV (B, sárga görbe) vagy 
vehikulum (A-B, szaggatott vonal) hozzáadásával stimuláltuk a sejteket. A BRET 
görbék a stimulált és a csak vivőanyagot kapott, kontroll sejteken mért értékek 
különbségét mutatják, az ingerlés előtti értékekre normalizálva. Legalább öt független 










5.2. A jelátvitel szelektíven aktivált AT1R eltérő internalizációjának jellemzése 
 
A következőkben konfokális mikroszkópiával is szerettük volna megvizsgálni az 
AT1R agonista indukált internalizációját. Kísérleteinkhez a munkacsoportunk által 
korábban létrehozott zöld fluoreszcens fehérjével jelölt AT1R-t (AT1R-GFP) stabilan 
kifejező HEK 293 sejteket használtuk [233]. A 16. ábra A panelének mikroszkópos 
felvételein látható, hogy nyugalomban (0. perc) az AT1R-GFP homogénen helyezkedik 
el a plazmamembránban. Agonista hozzáadásának hatására a receptor először kisebb 
csoportokba rendeződik a sejtfelszínen, majd az internalizáció előrehaladtával 
megjelenik sejten belüli vezikulákban. Mind SII-AngII, mind pedig TRV3 stimulus 
hatására azt tapasztaltuk, hogy 4 perc elteltével szignifikánsan több AT1R található 
sejten belüli vezikulákban, mint AngII ingerlés esetén (16. ábra). AngII stimulust 
követően, az endocitózis kezdetén a receptorok hosszabb ideig maradnak 
összecsoportosulva a plazmamembránban, mint funkcionálisan szelektív aktiváció 
esetén. A 16. ábra B panelén az enyhén felgyorsult korai internalizáció számszerűsítése 
látható. A plazmamembrántól egyértelműen elkülöníthető AT1R-GFP tartalmú 
vezikulák arányát ábrázoltuk a maximális internalizáció, illetve az idő függvényében. 
Az internalizáció maximumának az egyes kísérletek egyes kondícióiban egy időben 
mérhető legmagasabb vezikulaszámát tekintettük. Kétszempontos variancianalízissel 
(ANOVA) és Bonferroni post hoc teszttel elemeztük az eredményeket, ahol az egyik 
szempont az alkalmazott ligand, a másik az idő volt. A 4. percben kapott értékeknél 
szignifikáns különbség adódott mind az SII-AngII, mind pedig TRV3 esetén az AngII-
vel összevetve (p<0,05 AngII vs. SII-AngII  és  AngII vs. TRV3). Továbbá az 
interakció is szignifikánsan különbözőnek adódott AngII ingerlés esetén összevetve a 























































16. ábra Agonista stimuláció hatása az AT1R-GFP eloszlására HEK 293 sejtekben 
konfokális mikroszkópos felvételeken 
(A) AT1R-GFP-t stabilan kifejező HEK 293 sejtekről készült reprezentatív konfokális 
mikroszkópos felvételek az AT1R sejten belüli eloszlásáról. A felvételek 100 nM AngII 
(felső sor felvételei), 10 μM SII (középső sor felvételei) vagy 1 μM TRV3 (alsó sor 
felvételei) hozzáadása előtt közvetlenül (0. perc), illetve a hozzáadást követően 4 és 9 




mikroszkóppal történt. Az ábrán 7 független kísérlet reprezentatív felvételei láthatók. 
(B) Az AT1R-GFP internalizációjának kvantifikálása MetaMorph szoftver morfometriai 
elemzésével készült. Az ábrán 7 független kísérlet átlaga ± SEM értékei láthatók.  
* p<0,05  
 
 
Ezután arra voltunk kíváncsiak, hogy milyen mechanizmussal vezethet a 
jelátvitel-szelektív aktiváció felgyorsult korai internalizációhoz. Megvizsgáltuk a 
lehetőségét, hogy az SII-AngII által aktivált AT1R esetleg egy másik endocitotikus 
útvonal használatával kerül a sejt belsejébe, mint az AngII-vel ingerelt receptor. Első 
megközelítésként szacharózzal kezeltük elő a sejteket, mivel ismert volt az 
irodalomban, hogy nagy dózisú szacharóz kezeléssel a klatrin mediált endocitózis 
gátolható [242]. Az általunk alkalmazott magas koncentrációban (300 mM) a szacharóz 
szinte teljesen meggátolta az AT1R és YFP-Rab5 közötti interakciót mind AngII, mind 
SII-AngII stimulálást követően (17. ábra, B).  
Megvizsgáltuk továbbá a klatrinfüggetlen, kaveolamediált útvonal 
gátlószereként számon tartott filipin hatását is [243]. Ehhez ismét AngII-vel, illetve SII-
AngII-vel stimuláltunk AT1R-Rluc és YFP-Rab5 konsztraktokat kifejező HEK 293 
sejteket. A 30 perces filipin (5 μg/ml) előkezelés azonban nem változtatta meg a 
receptor AngII vagy SII-AngII hatására létrejövő korai endoszómákban való 
megjelenését (17. ábra, C). Ebből arra következtethetünk, hogy mindkét vizsgált ligand 
elsősorban klatrinmediált endocitotikus útvonalon, és nem különböző internalizációs 

































































































17. ábra SII-AngII és AngII által aktivált AT1R-ok endocitotikus útvonalainak 
vizsgálata BRET módszerrel 
24 órával a BRET mérés előtt AT1R-Rluc és YFP-Rab5 konstrukciókkal tranziensen 
transzfektáltunk HEK 293 sejteket. 30 perces előkezelést alkalmaztunk (A) 
vívőanyagként használt médiummal, (B) a klatrinmediált endocitózis gátlószereként 300 
mM szukrózzal, vagy (C) a kaveolamediált endocitózis gátlószereként 5 μg/ml 
filipinnel. Az előkezelés után a sejteket vívőanyaggal (szaggatott vonal), 100 nM AngII-
vel (A-C, piros görbe) vagy 10 μM SII-AngII-vel (A-C, kék görbe) ingereltük a jelzett 
időpontban. A BRET görbéken három független kísérlet triplikátumokban mért 
eredményei láthatók. Átlag ± SEM értékeket ábrázoltunk. 
 
 
A következőkben annak szerettünk volna utánajárni, hogy szerepet játszik-e az 
eltérő gyorsaságú internalizációban az AT1R β-arresztin jelátvitelre szelektív 






Ennek vizsgálatához a sejtpermeábilis Ca
2+
 kelátor BAPTA-AM-el alkalmazásával 
gátoltuk a receptor aktiváció kiváltotta Ca
2+ 
jelet BRET kísérleteinkben. A 18. ábra A 
panelén látható, hogy a Ca
2+ 
jel blokkolása 30 perces BAPTA-AM előkezeléssel nem 
befolyásolta az AT1R-Rluc YFP-Rab5-el jelzett endoszómákban való megjelenését 
AngII ingerlés esetén. 
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18. ábra Intracelluláris Ca
2+
 keláció hatása az AT1R AngII által indukált 
internalizációjára  
(A) BRET kísérleteinkhez HEK 293 sejteket transzfektáltunk 24 órával a mérés előtt 
YFP-Rab5 és AT1R-Rluc plazmidokkal. 30 percig előkezeltük a sejteket vívőanyaggal 
(piros görbe) vagy a Ca
2+
 kelátor BAPTA-AM-mel (10 μM, szürke görbe). Ezt 
követően a jelzett időpontban vehikulummal (szaggatott vonal) vagy 100 nM AngII-vel 
ingereltük a sejteket. Három független, triplikátumokban mért kísérlet eredményeit átlag 
± SEM formátumban ábrázoltuk. (B) BAPTA-AM kezelés hatékonyságának 
bizonyítására HEK 293 sejteket transzfektáltunk AT1R-Rluc konstrukcióval 24 órával a 
mérés előtt. A kísérlet előtt a sejteket 45 percig Fura-2/AM fluoreszcens festékkel 
töltöttük, közben 30 percig vívőanyaggal (piros görbe), vagy 10 μM BAPTA-AM-mel 
(szürke görbe) kezeltük elő. A jelzett időpontban 100 nM AngII-t adtunk a sejtekhez. A 
340/380 nm hullámhosszokon történt excitációt követő fluoreszcens emisszió értékek 
hányadosát ábrázoltuk. Az ábrán három független kísérlet reprezentatív felvételei 





A BAPTA-AM hatékonyságának ellenőrzésére intracelluláris Ca
2+ 
méréseket 
végeztünk PTI Deltascan segítségével. Amint az a 18. ábra B panelén látható, kontroll 
esetben az AngII hatására intracelluláris Ca
2+
 szint emelkedése detektálható. A sejtek 
BAPTA-AM előkezelése azonban teljesen kivédte az Ang II hatására létrejövő Ca
2+
 
jelet, jelezve ezzel a 30 perces BAPTA-AM (10 μM) előkezelés hatékonyságát.  
 
5.3. A β-arresztin2-kötés szerepének vizsgálata az AT1R internalizációjában 
 
Következő kísérleteinkben a jelátvitel-szelektív aktiváció kiváltotta eltérő 
internalizáció okaként a receptor stimulációját követő egyik korai lépést, az AT1R és β-
arresztin2 között létrejövő kötést is megvizsgáltuk. A β-arresztin molekulák ugyanis, 
mint már említettem, fontos szerepet töltenek be a GFKR-ek deszenzitizációjában és 
endocitózisában is. BRET méréseinkhez HEK 293 sejteket tranziensen transzfektáltunk 
AT1R-Rluc-al és sárga fluoreszcens fehérjével jelölt β-arresztin2-vel (β-arresztin2-
YFP). 100 nM AngII hozzáadásának hatására jelentős BRET hányados emelkedést 
kaptunk (19. ábra, A), mely a már ismert jelenséget, a β-arresztin2 molekulák 
kihelyeződését tükrözi az aktivált AT1R-hez [232, 244]. Ezután összehasonlítottuk a G-
fehérje aktivációra képtelen DRY/AAY mutáns AT1R β-arresztin2-kötését a vad típusú 
AT1R-el, AngII ingerlés hatására. A 19. ábra A panelén látható, hogy a DRY/AAY 
AT1R szignifikánsan kisebb mértékű (p<0,05, egyszempontos ANOVA analízis, és 
Tukey post hoc teszt a mérés 500. és 1000. másodperce között mért értékek átlagaira), 
azonban a vad típusú receptor AngII általi aktivációjánál tapasztaltakhoz hasonló 
kinetikájú BRET interakciót mutatott. Következő lépésként a jelátvitel-szelektív ligand 
SII-AngII hatására létrejövő β-arresztin2-kötést vizsgáltuk meg. A 19. ábra B panelén 
látható BRET hányados emelkedés jelzi, hogy sikerült reprodukálnunk az AT1R és β-
arresztin2 közötti molekuláris interakciót SII-AngII hatására [161]. Az SII-AngII-nél 
tapasztaltakhoz hasonlóan, a másik vizsgált ligand, SI-AngII ingerlést követően is 
kötődött a β-arresztin2 az aktivált AT1R-hoz, melyet egy frissen megjelent 
közleményben is leírtak [245]. A 19. ábra B panelén az AngII ingerlésnél 
tapasztaltakhoz képest szignifikánsan kisebb mértékű (p<0,05, AngII vs. SI-AngII  és  
AngII vs. SII-AngII a 19. ábra A panelén alkalmazott statisztikai megközelítéssel), és 































































19. ábra Az AT1R β-arresztin2-kötésének vizsgálata jelátvitel-szelektív aktiváció 
hatására 
Az ábrán a β-arresztin2-YFP (A-B), valamint a vad típusú AT1R-Rluc (A-B) vagy a 
DRY/AAY AT1R-Rluc (A) molekulák közötti BRET mérési eredmények láthatók. (A) 
A jelzett időpontban 100 nM AngII-vel (piros és szürke görbék) vagy vehikulummal 
(szaggatott vonal) stimuláltuk a különböző AT1R-okat kifejező HEK293 sejteket. (B) A 
sejtekhez 100 nM AngII (piros görbe), 10 μM SII-AngII (sötét kék görbe), 100 nM SI-
AngII (világoskék görbe), vagy vivőanyagként használt médium (szaggatott vonal) a 
jelzett időpontban. A BRET görbék a stimulált és a vivőanyagot kapott, kontroll 
sejteken mért értékek különbségét mutatják az ingerlés előtti értékekre normalizálva 
(szaggatott vonal). A BRET görbék három független kísérlet eredményei. Átlag ± SEM 
értékeket ábrázoltunk. * p<0,05. 
 
 
Az SI-AngII és SII-AngII hatására létrejövő kötődés mellett, a szintén G-fehérje-
független jelátvitelre szelektív TRV3 és TRV7 vegyületekkel történő stimulációval 
létrejövő receptor-β-arresztin2 interakciót is megvizsgáltuk. Ezen elfogult ligandok is 
képesek voltak a β-arresztin2 molekula kihelyeződését kiváltani az aktivált receptorhoz, 
azonban a kötés mértéke ezen ligandok esetén is szignifikánsan kisebbnek bizonyult 
(p<0,05, AngII vs. TRV3 és AngII vs. TRV7, a 19. ábránál alkalmazott statisztikai 




























































20. ábra Az AT1R β-arresztin2-kötésének vizsgálata különböző, alacsony affinitású 
ligandok hatására 
AT1R-Rluc és β-arresztin2-YFP plazmidokat kifejező HEK 293 sejteken történt BRET 
mérések láthatók. A jelzett időpontban a sejtekhez 100 nM AngII (A-B, piros görbe), 1 
μM TRV3 (A, lila görbe), 1μM TRV7 (A, szürke görbe), 10 μM AngIV (B, sárga 
görbe) vagy vívőanyag (szaggatott vonal) került hozzáadásra. A BRET hányados 
emelkedése a β-arresztin2 molekula AT1R-hez való kötődésére utal. A görbéken három 
független kísérlet triplikátumokban mért eredményei láthatók, átlag ± SEM érték 
formátumban. * p<0,05. 
 
Megvizsgáltuk továbbá a jelátvitel-szelektív ligandokhoz hasonlóan alacsony 
affinitással rendelkező, azonban nem elfogult AngIV ligand által kiváltott AT1R-β-
arresztin2-kötést is (20. ábra, B). Érdekes módon azonban a BRET hányados változása 
a funkcionálisan szelektív ligandokéhoz hasonlóan kisebb mértékűnek, és kevésbé 
fenntartottnak bizonyult, mint AngII ingerlés esetén (p<0,05, AngII vs. AngIV, a 19. 
ábránál alkalmazott statisztikai megközelítéssel). 
Kísérleteinkben az irodalomban leírt, receptorkötési vizsgálatok alapján 
meghatározott, úgynevezett telítő ligandkoncentrációkat alkalmaztunk. Annak 
ellenőrzése céljából, hogy az általunk alkalmazott dózisok valóban képesek maximális 
hatást kiváltani a vizsgált BRET interakciókban, és a látott internalizációs és β-
arresztin2-kötésbeli különbségek nem csak az elégtelen/szubmaximális dózisoknak 
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21. ábra A vizsgált ligandok különböző BRET interakciókban felvett dózis-hatás 
görbéi  
 (A) Különböző ligandok 10 perces stimulusával felvett dózis hatás görbék az AT1R 
korai endoszómákban történő megjelenésére, AT1R-Rluc és YFP-Rab5 közötti BRET 
interakció detektálásával HEK 293 sejtekben. (B) Dózis-hatás görbék, melyek a β-
arresztin2-YFP AT1R-Rluc molekulához való kötődését mutatja HEK 293 sejtekben 
különböző ligandokkal stimulált körülmények között. A legalább három független 




 Ezen kontroll kísérletek eredményeiből látható, hogy az általunk alkalmazott 10 
perces 100 nM AngII ingerlés közel maximális Rab5-el detektálható internalizációt (21. 
ábra, A), valamint maximális β-arresztin2-kötést képes létrehozni (21. ábra, B). 
Hasonlóképpen, a 10 μM AngIV is maximálishoz közeli hatékonyságot mutatott mind a 
Rab5-tel jelzett endoszómákban való megjelenést (21. ábra, A), mind pedig a β-
arresztin2-kötést vizsgáló megközelítéseinkben (21. ábra, B). A kísérleteinkben 
használt 10 μM SII-AngII, valamint 1 μM TRV3 és 1 μM TRV7 is maximális mértékű 
korai endoszómákban való megjelenést (21. ábra, A) és maximális β-arresztin2 





5.4. G-fehérje aktiváció okozta PtdIns(4,5)P2 bontás nyomon követése BRET 
módszerrel 
 
A következő lépésben kontroll kísérletekben megbizonyosodtunk a 
funkcionálisan szelektív ligandok G-fehérjét aktiváló képességének hiányáról. Az AT1R 
AngII ingerlés hatására Gq/11-fehérjét aktivál, mely PLC enzim általi PtdIns(4,5)P2 
bontáshoz vezet a plazmamembránban. A G-fehérje aktivációjának mértékét 
közvetetten, a plazmamembrán PtdIns(4,5)P2 szintjének változásai révén követtük 
nyomon BRET módszerrel. A PLCδ1 enzim PH doménjét használtuk fel 
kísérleteinkhez, mely a plazmamembrán PtdIns(4,5)P2 molekuláihoz képes kötődni 
[234]. HEK 293 sejtekben AT1R-Rluc és YFP-vel jelzett PLCδ1-PH domén (PLCδ1-
PH-YFP) tartalmú konstrukciókat fejeztettünk ki (22. ábra, A). Az AngII hatására 
létrejövő kezdeti BRET-jel-csökkenés a receptor aktivációját követő PtdIns(4,5)P2 
lebontást, ezáltal a PtdIns(4,5)P2-hoz kapcsolódó PLCδ1-PH-YFP szenzor eltávolodását 
jelzi a plazmamembrántól. A hányados ezt követően gyorsan emelkedik, ami a 
PtdIns(4,5)P2 reszintézisének következménye. Ekkor a PLCδ1-PH-YFP molekulák 
nagy része újra a plazmamembránhoz köt. Ezt a BRET-jel-emelkedést egy lassú -
csökkenés követi, mely az AT1R-Rluc és PLCδ1-PH-YFP ismételt eltávolodására utal, 
mivel a receptor internalizálódik és a sejt belsejébe kerül a plazmamembránról, ahol a 
PLCδ1-PH domének jelentős része található. Ettől eltérően az SI-AngII és az SII-AngII 
hozzáadásakor a BRET hányados lassú csökkenését tapasztaltuk kezdeti gyors 
disszociáció nélkül. Ez összhangban áll azzal, hogy sem az SI-AngII, sem az SII-AngII 
nem hoz létre G-fehérje aktivációt, ezáltal az AT1R aktiváció nem eredményez 
PtdIns(4,5)P2 szint csökkenést a plazmamembránban. Viszont a receptor mindkét ligand 
általi aktivációt követően internalizálódik, mely lassú BRET-jel-csökkenést eredmény 
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22. ábra A plazmamembrán PtdIns(4,5)P2 bontásának vizsgálata különböző 
ligandok hatására  
24 órával a mérés előtt (A) HEK 293 sejteket AT1R-Rluc és PLCδ1-PH-YFP, illetve (B-
C) HEK 293T sejteket AT1R, PLCδ1-PH-Sluc és PLCδ1-PH-YFP konstrukciókkal 
transzfektáltunk. Az A és B panelen a BRET mérésekben a jelzett időpontban 100 nM 
AngII (A-B), 10 μM SII-AngII (A), 100 nM SI-AngII (A), 10 μM AngIV (B), 1 μM 
TRV3 (B), 1 μM TRV7 (B) vagy vivőanyagként használt médium (A és B, szaggatott 
vonal) hozzáadásával ingereltük a sejteket. Az ábra C részén az AngII és AngIV által 
kiváltott PtdIns(4,5)P2 depléció mértékének BRET mérésben felvett dózis-hatás görbéi 
láthatók. Az ábrák a stimulált és a kontroll sejteken mért BRET hányadosok 
különbségét mutatják, az ingerlés előtti értékekre normalizálva. Legalább három 






Az általunk alkalmazott G-fehérje aktivációt vizsgáló kísérleti felállásban az 
internalizáció jelensége zavaró körülményként jelenik meg, mely bonyolítja a kapott 
változás értékelését. Ezért a PtdIns(4,5)P2 szint egyértelműbb nyomon követéséhez, az 
internalizáció figyelmen kívül hagyásának érdekében, a sejteket ezután a PLCδ1-PH 
domén YFP-vel és szuper Renilla luciferázzal jelölt (PLCδ1-PH-YFP és PLCδ1-PH-
Sluc) konstrukcióival transzfektáltuk (22. ábra, B). Nyugalomban mindkét 
PtdIns(4,5)P2 érzékelő szenzor a plazmamembránban található, molekuláris 
közelségben egymástól, ezért nagy BRET-jel detektálható. A 100 nM AngII hatására 
létrejövő PtdIns(4,5)P2 depléció következtében a szenzorok a citoplazmába kerülnek, 
eltávolodva a plazmamembrántól és ezáltal egymástól. Ekkor BRET-hányados-
csökkenést tapasztalunk. Ezt követően a PtdIns(4,5)P2 reszintézisének hatására a 
szenzorok ismét megjelennek a plazmamembránban, így BRET-jel-emelkedést 
láthatunk (22. ábra, B). Mivel ezt követően mindkét szenzor a plazmamembránhoz 
kötve marad, nem figyelhető meg lassú BRET-jel-csökkenés az internalizáció hatására. 
Ezen újabb BRET megközelítésben vizsgáltuk meg az AngIV, a TRV3 és a TRV7 
PtdIns(4,5)P2 bontó képességét. 10 μM AngIV hozzáadásának hatására az AngII 
ingerlésnél tapasztaltakhoz hasonlóan, kezdeti BRET-hányados-csökkenést, majd pedig 
emelkedést kaptunk. A G-fehérje-aktivációt elindítani képtelen TRV3 és TRV7 
agonisták esetén viszont nem látható BRET-jel-változás, nem jön létre PtdIns(4,5)P2 
depléció a plazmamembránban (22. ábra, B). Ezen eredmények alapján a vizsgált β-
arresztin-jelátvitelre szelektív ligandok valóban nem képesek Gq fehérjéket aktiválni, és 
PtdIns(4,5)P2 bontást létrehozni a plazmamembránban. 
A PtdIns(4,5)P2 depléció vizsgálatai során alkalmazott dózisok elégséges 
voltának megítéléséhez AngII és AngIV esetén dózis-hatás görbéket is felvettünk. A 22. 
ábra C panelén látható, hogy az általunk alkalmazott 100 nM AngII, valamint 10 μM 









5.5. Foszfatidilinozitol kinázok szerepe az AT1R agonista indukált endocitózisában 
 
Következő lépésben a plazmamembrán PtdIns(4,5)P2 szintjének szerepét 
szerettük volna tisztázni az AT1R korai internalizációjában, hiszen mint láthattuk a β-
arresztin-jelátvitelre szelektív aktivációt követően nem jön létre PtdIns(4,5)P2 bontás a 
plazmamembránban. A PtdIns(4,5)P2 a plazmamembrán belső lipidrétegének 
alkotóeleme, és kitüntetett szerepet játszik mind különböző jelátviteli folyamatokban, 
mind pedig sejtfelszíni receptorok, többek között GFKR-ek endocitózisának 
koordinálásában [246]. Ezért felmerült a lehetőség, hogy a jelátvitel-szelektív aktivációt 
követő eltérő lokális plazmamembrán PtdIns(4,5)P2 szint befolyással lehet az AT1R 
korai internalizációjára.  
Méréseinkben kis és nagy dózisú Wm előkezeléseket alkalmaztunk, melyeket 
követően megvizsgáltuk az AT1R Rab5 tartalmú korai endoszómákban való 
megjelenését AngII, TRV3, továbbá AngIV hatására. A 23. ábrán látható, hogy a kis 
dózisú (100 nM), csak a PI3K-okat gátló Wm előkezelés nem volt hatással az AT1R 
agonista indukálta endocitózisára, egyik vizsgált ligand esetén sem. Ezzel szemben, a 
nagy dózisú (10 μM) Wm előkezelés, mely a PI4K-ok aktivitását gátolja [224], nagy 
mértékben csökkentette az AT1R-Rluc és YFP-Rab5 közötti interakciót AngII és AngIV 
hozzáadását követően (23. ábra, A és C). A jelátvitel-szelektív ligand TRV3 
vizsgálatakor azonban nem tapasztalható különbség a BRET görbék lefutásában sem az 
alacsony, sem a magas dózisú Wm előkezelés esetén, sem a kontroll görbéhez 
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23. ábra Wortmannin hatása az AT1R agonista indukált endocitózisára 
HEK 293 sejteken végzett BRET mérési eredmények, 24 órával az AT1R-Rluc és YFP-
Rab5 konstrukciókkal történt transzfekció után. A mérés előtt 10 perccel vivőanyagként 
használt médiummal (fekete görbe), alacsony dózisú (100 nM) wortmanninal 
(krémszínű görbe), mely elsősorban a PI3K-at gátolja, vagy pedig nagy dózisú (10 μM) 
wortmanninal (zöld görbe), mely a PI4K családot képes gátolni, kezeltük elő a sejteket. 
A jelzett időpontokban vehikulumot (A-C, szaggatott vonal), 100 nM AngII-t (A, 
mindhárom folytonos vonal), 1 μM TRV3-at (B, mindhárom folytonos vonal) vagy 10 
μM AngIV-et (C, mindhárom folytonos vonal) adtunk a sejtekhez. Az ábrákon három 
független kísérlet triplikátumokban mért eredményei láthatók átlag ± SEM érték 








A nagydózisú Wm hatékonysága a kisebb dózisú Wm előkezeléssel szemben a 
PI4K-ok szerepét valószínűsíti a PI3K helyett az internalizácó általunk vizsgált korai 
szakaszában. A PI4K-ok további részletesebb vizsgálatához két, az egyes PI4K 
izoformákra specifikus gátlószert hívtunk segítségül. A PIK-93 vegyület a Golgiban 
létrejövő PtdIns4P képződésért felelős PI4KB gátlószere, azonban sokkal kisebb 
mértékben a PI4KA izoformát is képes gátolni [227]. Az A1 vegyület ezzel szemben 
sokkal hatékonyabban gátolja a plazmamembrán PtdIns4P szintéziséért felelős PI4KA 
enzimet, mint a PI4KB-t [231]. A 24. ábrán látható, hogy a PI4KA-t gátló A1 hatására 
AngII és AngIV stimulust követően, nem jön létre az AT1R Rab5 jelzett 
endoszómákban való megjelenése (24. ábra, A és C).  Ettől eltérően a PI4KA gátlása 
A1 vegyülettel, nem befolyásolta a funkcionálisan szelektív ligand TRV3 hatására 
elinduló endocitózist (24. ábra, B). A szelektív PI4KB gátlószer PIK93 nem változtatta 
meg az AT1R-Rluc és YFP-Rab5 közötti molekuláris interakciót egyetlen vizsgált 
ligand esetén sem BRET méréseinkben (24. ábra, A-C). Adataink szerint tehát a PI4KA 
izoforma felelős az endocitózis szabályozásában részt vevő PtdIns(4,5)P2 készlet 
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24. ábra A1 és PIK93 gátlószerek hatása az AT1R-Rluc és YFP-Rab5 közötti BRET 
interakcióra.  
(A-C) A különböző agonisták által aktivált AT1R korai internalizációját BRET 
mérésben követtük nyomon HEK 293 sejteken, 24 órával az AT1R-Rluc és YFP-Rab5 
transzfekció után. A mérés előtt a sejteket 10 percig előkezeltük médiummal (A-C, 
fekete görbe), PIK4A specifikus gátlószerként 10 nM A1-el (A-C, világos zöld görbe) 
vagy a PIK4B enzimeket scepifikusan gátló PIK-93-al, 250 nM-os koncentrációban (A-
C, világos barna görbe). A jelzett időpontokban vehikulumott (A-C, szaggatott vonal), 
100 nM AngII-t (A, mindhárom folytonos vonal), 1 μM TRV3-at (B, mindhárom 
folytonos vonal) vagy 10 μM AngIV-et (C, mindhárom folytonos vonal) adtunk a 
sejtekhez. Az ábrákon négy független kísérlet triplikátumokban mért eredményei 







5.6. A plazmamembrán PtdIns(4,5)P2 depléciójának szerepe az AT1R teljes 
agonista és funkcionálisan szelektív agonista indukált internalizációjában 
 
 
A PtdIns(4,5)P2 szintézis/reszintézis jelentőségének vizsgálata után következő 
lépésként, a PtdIns(4,5)P2 bontás szerepét tanulmányoztuk, az AT1R Rab5 tartalmú 
vezikulákban való megjelenésére. Ehhez a Gq-fehérje aktivációt követő, PLCβ enzim 
által létrejövő plazmamembrán PtdIns(4,5)P2 bontást gátoltuk meg, domináns-negatív 
G-fehérje kapcsolt receptor kináz 2 (DN-GRK2) konstrukció alkalmazásával, mely a 
GRK2 enzim funkciójának gátlása mellett képes szignifikánsan csökkenteni a receptor-
aktiváció indukálta Gq-fehérje aktivitást is [247, 248].  
A DN-GRK2 (GRK2-K220M mutáns) Gq-fehérje- és ezáltal PtdIns(4,5)P2 
depléció gátlóképességét a 22. ábra B és C panelénél ismertetett módon, a 
plazmamembrán PtdIns(4,5)P2 szintjének PLCδ1-PH doménnel történő nyomon 
követésével ellenőriztük. A két PtdIns(4,5)P2-t kötő PH domén marker egymástól való 
eltávolodása, a BRET-jel csökkenése, a PtdIns(4,5)P2 szint csökkenését jelzi a 
plazmamembránban. A 25. ábrán látható, hogy DN-GRK2-t kifejező HEK 293 
sejtekben, szignifikánsan csökkent a 100 nM AngII hatására létrejövő PtdIns(4,5)P2 
depléció mértéke a kontroll, pcDNA3.1 konstrukcióval transzfektált sejtekhez 
viszonyítva. A 25. ábra B panelén a 6. percben mért BRET hányadosok oszlopos 
megjelenítése látható. Kétszempontos varianciaanalízissel (ANOVA) és Bonferroni post 
hoc teszttel vizsgálva szignifikáns különbség adódott a pcDNA3.1 és a DN-GRK2 
konstrukciókkal transzfektált sejtek AngII-re adott válaszai között, valamint az 
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25. ábra DN-GRK2 hatása az AT1R AngII által kiváltotta PtdIns(4,5)P2 
hidrolízisre  
HEK 293 sejteket transzfektáltunk 24 órával a BRET mérés előtt minden kondíció 
esetén AT1R, PLCδ1-PH-YFP és PLCδ1-PH-Sluc plazmidokkal, továbbá pcDNA3.1 
üres vektorral (A panel szürke és sárga görbe, B panel sárga és szürke csíkos oszlopok), 
vagy GRK2-K220M domináns-negatív GRK2 mutánssal (A panel: fekete és piros 
görbék, B panel: fekete és piros oszlopok), mely képes a Gq-fehérje aktivitását gátolni. 
Az A panelen a BRET mérések görbéi látszanak, melynek során a jelzett időpontban a 
sejtekhez 100 nM AngII-t (piros és sárga görbék) vagy pedig vivőanyagot (fekete és 
szürke görbék) adtunk. A B panelen a BRET mérések 6. percében kapott értékek 
oszlopdiagram formájában kerültek feltüntesére. Az eredmények három független 
kísérlet, triplikátumokban mért eredményeinek átlag ± SEM értékeit mutatják. *p<0,05 
 
A DN-GRK2 hatékonyságának bizonyítása után megvizsgáltuk a DN-GRK2-vel 
létrehozott PtdIns(4,5)P2 depléció gátló hatását  az AT1R-Rluc és YFP-Rab5 közötti 
interakció létrejöttére. A DN-GRK2 kifejeztetés hatására az TRV3 ingerléshez hasonló 
felgyorsult korai internalizációt tapasztaltuk 100 nM AngII ingerlést követően (26. 
ábra, sárga görbe), összevetve a pcDNA3.1 kontroll vektorral transzfektált sejtek AngII 
ingerlésével (26. ábra, piros görbe). DN-GRK2 expressziója esetén azonos kinetikájú 
BRET interakció jött létre az AT1R és a Rab5 fehérje között TRV3 hatására (26. ábra, 
kék szaggatott görbe), mint a kontroll pcDNA3.1-el transzfektált sejtek TRV3 




       






























26. ábra PtdIns(4,5)P2 hidrolízis gátlásának hatása az AT1R és Rab5 közötti 
interakcióra BRET mérésben  
AT1R-Rluc és YFP-Rab5, valamint pcDNA3.1 (pcDNA3.1 jelzés esetén) vagy DN-
GRK2 plazmidokkal (DN-GRK2 jelzés esetén) transzfektáltunk HEK 293 sejteket. 24 
óra múlva, BRET mérés során a sejteket vehikulummal (fekete és szürke szaggatott 
vonal), 100 nM AngII-vel (piros és sárga görbék) vagy 1μM TRV3-al (lila és kék 
görbék) kezeltük. A BRET-jel emelkedése az AT1R Rab5 tartalmú vezikulákban való 
megjelenésére utal. Az ábrákon három független kísérlet triplikátumokban mért 
eredményei láthatók átlag ± SEM érték formátumban.    
 
Megvizsgáltuk továbbá az általunk alkalmazott DN-GRK2 hatását az AT1R β-
arresztin2-kötésére is. A DN-GRK2 mutáns kifejeztetése HEK 293 sejtekben, az 
internalizációra kifejtett hatásától eltérően, nem változtatta meg az AT1R β-arresztin2 
közötti interakciót sem AngII, sem pedig TRV3 hatására (27. ábra). Ez arra enged 
következtetni, hogy az AT1R és a β-arresztin2 közötti kapcsolódást nem befolyásolja a 
plazmamembrán PtdIns(4,5)P2 szintjének változtatása. Továbbá a GRK2 funkciójának 
gátlása arra is utalhat, hogy a GRK2 mellett más GRK izoformák is, mint GRK3/5/6, 






   































27. ábra DN-GRK2 hatása az AT1R β-arresztin2-kötésére  
BRET mérésben HEK 293 sejtekben AT1R-Rluc, β-arresztin2-YFP és a jelzéseknek 
megfelelő esetekben pcDNA3.1-et vagy DN-GRK2-t fejeztettünk ki. A tranziens 
transzfekciót követően 24 órával végeztük el a BRET méréseket. A jelzett időpontban 
vehikulumot (fekete és szürke szaggatott vonalak), 100 nM AngII-t (piros és sárga 
görbe) vagy 1 μM TRV3-at (lila és kék görbék) adtunk a sejtekhez. A BRET-hányados 
emelkedése az AT1R és β-arresztin2 közötti interakció létrejöttét jelzi, mely nem 
változott meg DN-GRK2 kifejeztetésekor a pcDNA3.1 transzfektált kontroll esetekhez 
képest. Az ábrákon három független kísérlet triplikátumokban mért eredményei láthatók 
átlag ± SEM érték formátumban.    
 
 
Ezt követően annak szerettünk volna utánajárni, hogy befolyással lehet-e egy 
másik Gq-fehérje kapcsolt receptor aktiválódása következtében létrejövő PtdIns(4,5)P2 
bontás az AT1R internalizációjára. Ehhez a HEK 293 sejteket az AT1R-Rluc és YFP-
Rab5 konstrukciók mellett α1A-adrenerg receptorral (α1A-AR) is transzfektáltuk, mely 
szintén képes Gq-fehérjét aktiválni. A kísérlet során a mérés kezdetét követően 5 perccel 
1 μM A61603 (A61) agonistával ingereltük az α1A-AR-t [249], majd további 5 perc 
elteltével 100 nM AngII-vel vagy 1 μM TRV3-al stimuláltuk az AT1R-eket. A 28. 
ábrán látható, hogy az előzetes α1A-AR aktiváció hatására lasabban jelent meg az AT1R 







































28. ábra Az α1-AR aktiválódás következtében létrejövő PtdIns(4,5)P2 depléció 
hatása az AT1R internalizációjára 
24 órával a BRET mérés kezdete előtt a sejteket AT1R-Rluc, YFP-Rab5 és α1A-AR 
konstrukciókkal transzfektáltuk. A kísérlet során a jelzett időpontban 1 μM A61603 
(A61) α1A-AR agonistát (sárga és zöld görbék), majd pedig az AT1R stimulálásához 1 
μM TRV3-at (lila és zöld görbék), AngII-t (piros és sárga görbék), vagy pedig 
vivőanyagot adtunk (szaggattott vonal) a sejtekhez. Az ábrákon három független 





5.7. Az AT1R sejten belüli további sorsának nyomon követése Rab kis G-fehérjék 
segítségével 
 
A továbbiakban az AT1R jelátvitel-szelektív aktivációjának hatásait szerettük 
volna megvizsgálni a receptor hosszabb távú sejten belüli eloszlására. A Rab5 jelzett 
endoszómákban való gyorsult megjelenés ugyanis felvetette a lehetőségét, hogy az 




Azért, hogy ezt a elképzelést megvizsgálhassuk, elemeztük a receptor interakcióját más 
Rab fehérjékkel is, melyeket az internalizált receptorok endocitotikus/reciklizációs 
útvonalainak markereiként tartanak számon [216]. Munkacsoportunk korábbi 
tanulmányában konfokális mikroszkópia segítségével már kimutatta, hogy az AT1R 
internalizációját követően megjelenik nem csak a Rab5 tartalmú korai endoszómákban, 
de a Rab4 tartalmú korai, majd pedig a Rab11 tartalmú késői reciklizáló 
endoszómákban is [233].  
További BRET-es kísérleteinkhez a munkacsoportunk által korábban használt 
GFP-vel jelzett Rab4, Rab7 és Rab11 konstrukciókban a GFP fehérjét YFP-re cseréltük. 
Ezt követően elsőként az AT1R-Rluc és a YFP-vel jelölt Rab4 közötti interakciót 
vizsgáltuk meg. A 29. ábrán a BRET-hányados emelkedése látható AngII 
hozzáadásának hatására, mely jelzi, hogy sikerült BRET módszerrel reprodukálnunk az 
AT1R Rab4 tartalmú endoszómákban való megjelenését. Az AT1R G-fehérje-független 
jelátvitelre szelektív aktivációjakor (SII-AngII, TRV3 és TRV7 ligandok) a Rab5-nél 
látottakhoz hasonlóan (14. és 15. ábra), Rab4 esetén is gyorsabb internalizációs 
tendencia figyelhető meg (29. ábra), mely TRV3 és TRV7 esetén szignifikánsnak 
adódott (p>0,05 AngII vs. SII-AngII, p<0,05 AngII vs. TRV3 és AngII vs TRV7, 
egyszempontos ANOVA analízis és Tukey post hoc teszt a mérés 500. és 1000. 
másodperce közötti értékek átlagaira). A nem elfogult ligand AngIV alkalmazásakor 
pedig az AngII-nél tapasztaltaktól szignifikánsan nem eltérő interakció volt detektálható 
Rab4 vizsgálatakor éppen úgy, mint korábban Rab5 esetén (p>0,05, AngII vs AngIV, az 


































































































Idő (s)      
 
29. ábra Az AT1R és Rab4 fehérje közötti interakció nyomon követése agonista 
ingerlés hatására  
AT1R-Rluc és YFP-Rab4 fehérjéket kifejező HEK 293 sejteket, 24 órával a 
tranziens transzfekció után a jelzett időpontban: vehikulummal (A-C szaggatott vonal), 
100 nM AngII-vel (A-C, piros görbe), 10 μM SII-AngII-vel (A, kék görbe), 1 μM 
TRV3-al (B-C, lila görbe), 1 μM TRV7-el (B, szürke görbe) vagy 10 μM AngIV-el (C, 
sárga görbe) ingereltünk. A BRET-hányados emelkedése az AT1R Rab4 tartalmú 
endoszómákban való megjelenésére utal. n=3 Az adatokat átlag ± SEM formátumban 










Következő lépésként annak szerettünk volna utánajárni, hogy tapasztalható-e 
különbség az AT1R Rab7 tartalmú késői endoszómákban, illetve lizoszómákban való 
megjelenésében is az általunk alkalmazott elfogult, illetve elfogulatlan ligandok 
hatására. Méréseinkben a BRET-hányados emelkedését, azaz molekuláris közelség 
létrejöttét detektáltuk az AT1R-Rluc és YFP-Rab7 között nemcsak AngII hanem a többi 
vizsgált ligand (SII-AngII, TRV3, TRV7 és AngIV) alkalmazása esetén is (30. ábra, A-
C).   
 

























































































30. ábra Az AT1R Rab7 tartalmú késői endoszómákban való megjelenése 
AT1R-Rluc és YFP-Rab7 fehérjéket kifejező HEK 293 sejteket 24 órával a tranziens 
transzfekció után, a jelzett időpontban ingereltük: vehikulummal (A-C, szaggatott 
vonal), 100 nM AngII-vel (A-C, piros görbe), 10 μM SII-AngII-vel (A, kék görbe), 1 
μM TRV3-al (B-C, lila görbe), 1 μM TRV7-el (B, szürke görbe) vagy 10 μM AngIV-el 
(C, sárga görbe). Az ábrákon három független kísérlet triplikátumokban mért 








A Rab5-nél tapasztaltakhoz hasonlóan (14. és 15. ábra), jelátvitel-szelektív 
aktivációt követően, azaz SII-AngII, TRV3 és TRV7 hatására gyorsabban jelent meg az 
AT1R a Rab7 tartalmú endoszómákban, mint AngII vagy AngIV alkalmazásakor. 
Továbbá megfigyelhető, hogy az AngII-től eltérően, az összes többi általunk vizsgált 
ligand esetén (SII-AngII, TRV3, TRV7 és AngIV), az interakció szignifikánsan kisebb 
mértékűnek bizonyult, mint AngII alkalmazásakor (30. ábra, A-C, p<0,05 AngII vs SII-
AngII, AngII vs TRV3, AngII vs TRV7, AngII vs AngIV, egyszempontos ANOVA 
analízis és Tukey post hoc teszt a mérés 2000. és 4000. másodperce közötti értékek 
átlagaira, vagyis az ingerlést követő 28. és 62. perc közötti értékekre).  
 
Hasonló kísérleteket végeztünk a transz-Golgi hálózat, illetve a késői reciklizáló 
endoszómák markereként számon tartott Rab11 kis G-fehérjével is. AT1R-Rluc és YFP-
Rab11 transzfektált sejteken végzett méréseinkben 100 nM AngII hozzáadását követően 
először egy BRET-hányados-csökkenést tapasztaltunk, melyet körülbelül 15 perccel 
később egy BRET-jel-emelkedés követett (31. ábra, A-C). Az alacsony affinitású 
ligandok alkalmazása esetén (SII-AngII, TRV3, TRV7 és AngIV), az ingerlést követően 
elmaradt a BRET-hányados kezdeti csökkenése, fokozatos BRET-jel-emelkedést 
tapasztaltunk az ingerlést követő első 10 perc elteltével, mely az AngII-nél 
tapasztaltakhoz képest szignifikánsan nagyobb mértékűnek adódott (31. ábra, A-C, 
p<0,05 AngII vs SII-AngII, AngII vs TRV3, AngII vs TRV7, AngII vs AngIV, 
egyszempontos ANOVA analízis és Tukey post hoc teszt a mérés 1000. és 3000. 





























































































31. ábra AT1R megjelenése a Rab11 tartalmú endoszómákban  
BRET kísérleteinkben AT1R-Rluc és YFP-Rab11 konstrukciókkal tranziensen 
transzfektáltunk HEK 293 sejteket 24 órával a mérés előtt. A jelzett időpontban a 
sejteket vivőanyaggal (A-C, szaggatott vonal), 100 nM AngII-vel (A-C, piros görbe), 10 
μM SII-AngII-vel (A, kék görbe), 1 μM TRV3-al (B-C, lila görbe), 1 μM TRV7-el (B, 
szürke görbe) vagy 10 μM AIV-el (C, sárga görbe) ingereltük. A BRET-hányados-
változások az AT1R és a Rab11 fehérje közötti molekuláris távolság növekedésére, 
illetve csökkenésére utalnak. Az ábrákon három független kísérlet triplikátumokban 
mért eredményei láthatók átlag ± SEM érték formátumban. * p<0,05. 
 
Végül arra voltunk kíváncsiak, hogy milyen szerepet játszik a G-fehérje 
aktivációt követő Ca
2+
 jel, az AT1R sejten belüli további sorsának szabályozásában. 
Méréseinkben a 18. ábránál ismertetett Ca
2+ 
kelátor, BAPTA-AM előkezelést 
alkalmaztuk. A 32. ábrán látható, hogy a 30 perces BAPTA-AM előkezelés a Rab5-nél 
tapasztaltakhoz hasonlóan (18. ábra, A), nem változtatta meg az AT1R kapcsolatát sem 


























































































32. ábra BAPTA-AM előkezeléssel végzett Ca
2+ 
keláció hatásának vizsgálata az 
AT1R Rab4, Rab7 és Rab11 tartalmú vezikulákban való megjelenésére  
HEK 293 sejteket tranziensen transzfektáltunk 24 órával a mérés előtt AT1R-Rluc (A-C) 
és YFP-Rab4 (A), YFP-Rab7 (B) vagy YFP-Rab11 (C) plazmidokkal. A BRET mérés 
során vivőanyaggal (A-C, piros görbék) vagy pedig 10 μM BAPTA-AM Ca
2+ 
kelátorral 
(A-C, szürke görbék) kezeltük elő a sejteket 30 percig, majd a mérés indítását követően 
a jelzett időpontban 100 nM AngII-vel (A-C, piros és szürke görbék) vagy médiummal 
(A-C, szaggatott vonal) ingereltük a sejteket. Az ábrán feltűntetett BRET-hányados-
különbségek értékét mind a BAPTA-AM előkezelt, mind pedig az előkezelést nem 
kapott minták esetén úgy kaptuk, hogy az AngII stimulált adatokból kivontuk a mérés 
során csak vivőanyaggal ingerelt sejteken mért értékeket. Az ábrákon három független 









Kísérleteinkben a β-arresztin-jelátvitelre szelektív DRY/AAY mutáns AT1R-t, 
valamint ugyancsak β-arresztin-jelátvitel irányában elfogult ligandokat (SI-AngII, SII-
AngII, TRV120023, TRV120027) alkalmaztunk. Ezen receptormutáns és elfogult 
ligandok általi aktiváció esetén G-fehérje irányú aktiváció nem jön létre, azonban G-
fehérjétől független mechanizmusok (pl. β-arresztin funkciói) megtartottak [109, 162, 
180], mely felveti a lehetőségét, hogy a receptor sorsa eltérő lehet ilyen típusú ingerlés 
esetén. Az irodalmi adatok tükrében ugyanis kétség sem férhet a β-arresztin 
jelentőségéhez számos GFKR, köztük az AT1R,  klatrinmediált endocitózisában [195]. 
Azonban léteznek β-arresztintől független endocitotikus útvonalak is, akár egyazon 
receptor esetén is [201, 250]. Az internalizáció jelensége különböző sejtes rendszerekkel 
és receptorokkal végzett kísérletek alapján a jelátviteltől (pl. G-fehérje-aktiváció) 
függetlenül is létrejöhet [169, 251], azonban a jelátviteli útvonalak működése moduláló 
szereppel bírhat a receptor endocitózisában [252].  
Kísérleteinkben először a jelátvitel-szelektív aktiváció hatását vizsgáltuk meg az 
AT1R Rab5 fehérje tartalmú korai endoszómákban való megjelenésére. A korábbi 
konfokális mikroszkópos eredményeknek megfelelően [233, 240], BRET 
kísérleteinkben is néhány perccel az AngII stimulust követően, megjelent az AT1R a 
korai endoszómális kompartmentekben. A jelátvitel-szelektív aktiváció hatását először a 
DRY/AAY AT1R G-fehérje aktivációra képtelen, azonban internalizációra képes 
mutáns receptor [162], Rab5 jelzett endoszómákban való megjelenésével elemeztük. Az 
internalizáció kinetikája a mutáns receptor esetén szignifikánsan gyorsabbnak bizonyult, 
mint a vad típusú AT1R alkalmazásakor. Ezen eredményeket különböző, szintén β-
arresztin-jelátvitelre szelektív ligandok hatásaival vetettük össze. Az SI-AngII és az SII-
AngII elfogult ligandok esetén is molekuláris közelség alakult ki az AT1R és a Rab5 kis 
G-fehérje között, azonban szintén az AngII által tapasztalhatónál gyorsabb kinetikával. 
Az SI-AngII és az SII-AngII esetén is már ismert volt az irodalomban, hogy képes a 
receptor internalizációját kiváltani [169, 173], azonban korábbi kutatások nem 
vizsgálták a receptor internalizáció kinetikáját az AngII stimulushoz viszonyítva. A 
felgyorsult korai internalizáció mechanizmusának részletesebb elemzéséhez újabb 
jelátvitel-szelektív ligandokat, a TRV120023-at (TRV3) és a TRV120027-et (TRV7) is 




[180], mely kísérleteinkben szintén gyorsabbnak bizonyult, mint az AngII alkalmazása 
esetén. Ebből arra következtethetünk, hogy a receptor internalizáció ezen korai lépése 
hamarabb jön létre funkcionálisan szelektív aktiváció során, mint a vad típusú receptor 
AngII stimulusa esetén.  
Ezt követően annak szerettünk volna utána járni, hogy mi lehet a tapasztalt 
felgyorsult internalizáció oka. Mivel felmerült a jelenség magyarázataként a jelátvitel-





nM; KiSII-AngII: 213 nM [134]; KiTRV3: 10
 
nM; KiTRV7: 16 nM [180, 
181]), megvizsgáltuk az elfogulatlan, azonban szintén alacsonyabb affinitással 
rendelkező AngIV által létrehozott internalizációt is (1. táblázat, KiAngIV: >1000
 
nM 
[21]). AngIV hatására azonban az AngII-ével egyező módon kissé lassabb, és nem az 
elfogult ligandokéra emlékeztető kinetikát kaptunk. A gyorsabb megjelenés tehát 
feltehetően nem az affinitásbeli különbségekből adódik.  
A továbbiakban a funkcionálisan szelektív ligandok által kiváltott endocitózis 
mechanizmusát térképeztük fel az AngII ingerlésnél tapasztaltak tükrében. Ehhez 
először is megvizsgáltuk különböző endocitotikus útvonalak szerepét az elfogult, illetve 
elfogulatlan ligandok internalizációjában. Az AT1R alacsonyabb AngII koncentráció 
(pl. 0,2 nM ) elsősorban klatrin mediált endocitózissal kerül a sejt belsejébe , azonban 
nagyobb koncentrációknál (pl. 30 nM) megfigyelhető β-arresztin-független 
internalizáció is [250, 253]. Kísérleteinkben azonban mind AngII, mind pedig a 
jelátvitel-szelektív ligand SII-AngII által létrehozott AT1R internalizáció azonos módon 
reagált az endocitotikus útvonalak gátlására. Ezek alapján feltételezhetjük, hogy mind 
jelátvitel-szelektív aktivációt (SII-AngII), mind pedig az elfogulatlan agonista (AngII) 
simulust követően elsősorban klatrinmediált endocitózissal kerül az AT1R a sejt 
belsejébe. 
Mivel az általunk vizsgált jelátvitel-szelektív agonisták nem képesek a G-
fehérje-függő jelpályák elindítására, Gq-aktiváció hiányában Ca
2+
 jel sem jön létre. A 
Ca
2+
 ion számos sejtfunkciót képes befolyásolni, köztük a citoszkeleton átrendeződését 
és az intracelluláris vezikulák fúzióját is [254, 255]. Megvizsgáltuk ezért a 
receptoraktivációt követő Ca
2+
 jel szerepét az AT1R Rab5 tartalmú endoszómákban való 
megjelenésére. Kísérleteinkben a Ca
2+
 kelátor BAPTA-AM előkezelés nem változtatta 






 jel hiánya felelős az eltérő internalizációért a β-arresztin-jelátvitelre szelektív 
aktiváció esetén.  
Ezt követően felmerült a receptor aktivációt követő igen korai lépés, az AT1R β-
arresztin2-kötésének szerepe az eltérő internalizációban elfogult jelátvitel esetén. Az 
irodalomban ismert, hogy nem csak az AngII, de mind az SI-AngII, mind pedig az SII-
AngII hatására a receptorhoz β-arresztin kötődik [134]. Ennek megfelelően emelkedő 
BRET-hányadost tapasztaltunk mind AngII, mind pedig a két elfogult ligand 
alkalmazása esetén az AT1R-Rluc és β-arresztin2-YFP között. Azonban a hányados 
emelkedése SI-AngII és SII-AngII esetén is kisebb mértékűnek és kevésbé 
fenntartottnak bizonyult, mint AngII általi ingerléskor. Ez arra utalhat, hogy ezen 
jelátvitel-szelektív ligandok általi aktiváció esetén a receptorhoz kisebb mértékben 
kötődik a β-arresztin2 molekula. A β-arresztin2-kötés létrejöttéhez és stabilitásához 
szükséges a receptor megfelelő konformációban való stabilizálása, illetve a C-terminális 
régió kitüntetett szerin és treonin aminosavainak foszforilációja [256, 257]. Mind SI-
AngII, mind pedig SII-AngII esetén ismert, hogy kisebb affinitással kötődnek az AT1R-
hez [134], valamint, hogy alkalmazásukkor az AngII stimulushoz képest csökkent a 
receptor összfoszforilációja [169]. Mindkét mechanizmus szerepet játszhat a gyengébb 
interakció létrejöttében, mivel a kisebb affinitással kötő ligandok eltérő konformációban 
stabilizálják a receptort, mely megváltozott GRK-kötődést, és így receptor-
foszforilációs mintázatot eredményezhet [134, 192]. További lehetséges magyarázatot 
jelent az a megfigyelés, mely szerint az AT1R G-fehérje aktivációja fokozza a receptor 
β-arresztin-kötését, többek között a βγ-alegység által szabályozott GRK2/3 általi 
foszforiláció közvetítésével, így G-fehérje aktiváció hiánya csökkent β-arresztin-kötést 
eredményezhet [161].  
A kérdés megválaszolásához az újabb AT1R ligandok β-arresztin-kötésének 
vizsgálatát is elvégeztük. Az SII-AngII-vel megegyezően, TRV3 és TRV7 hatására is 
sikerült kimutatnunk az AT1R β-arresztin-kötését [180, 181], mely a többi jelátvitel-
szelektív ligandnál tapasztaltakhoz hasonlóan, kisebb mértékűnek adódott, mint AngII 
stimulus esetén. Ezenkívül a DRY/AAY jelátvitel-szelektív mutáns receptor esetén is 
létrejött a β-arresztin-kötés  az általunk alkalmazott BRET rendszerben, a korábban 
leírtaknak megfelelően [161], mely a funkcionálisan szelektív ligandokhoz hasonlóan, 




a csökkent β-arresztin-kötés lehetne felelős az eltérő internalizációért. A β-arresztin-
kötés meghatározó szerepét a felgyorsult korai internalizációban viszont cáfolja az 
AngIV általi ingerléssel kapott β-arresztin-kötési eredmények, ugyanis a nem elfogult 
agonista AngIV a jelátvitel-szelektív ligandokhoz hasonlóan gyengébb erősségű β-
arresztin-kötést mutatott. Azonban korábban láthattuk, hogy az AngIV korai 
internalizációs hatásai az AngII-ével egyeznek meg. Az AngIV-el kapott eredmények 
inkább a ligandok affinitásának szerepét vetik fel a receptor β-arresztin-kötésének 
erősségében. Megfigyelhető ugyanis, hogy az általunk vizsgált jelátvitel-szelektív 
ligandok, valamint a mutáns receptor β-arresztin-kötése korrelál a ligandok AT1R, 
illetve a DRY/AAY AT1R AngII affinitásával. A DRY/AAY AT1R a vad típusú 
receptoréhoz nagyon hasonló affinitással rendelkezik az AngII iránt [161], és β-
arresztin-kötésének erőssége is a legközelebb áll a vad típusú AT1R AngII által kiváltott 
β-arresztin-kötéséhez. Az SII-AngII a TRV vegyületeknél egy nagyságrenddel kisebb 
affinitású ligand, és β-arresztin-kötése is elmarad a TRV vegyületeknél tapasztaltaktól. 
A ligandaffinitás szerepének tisztázásához a β-arresztin-kötés erősségében azonban 
további kísérletek szükségesek. Feltehetően tehát több mechanizmus (pl. ligandaffinitás, 
G-fehérje aktiváció) is szerepet játszhat a β-arresztin-kötésének erősségében, azonban a 
β-arresztin-receptor interakció mértéke nem tehető felelőssé a felgyorsult korai 
internalizációért.  
Bár a jelátvitel-szelektív ligandok kisebb affinitással kötődnek az AT1R-hoz, 
azonban dózis-hatás görbéink alapján az általunk alkalmazott dózisokban már minden 
vizsgált ligand létrehozza maximális biológiai válaszát. A tapasztalt internalizációs 
különbség ennek következtében nem a kisebb affinitású ligandok túl alacsony 
koncentrációinak köszönhető.  
Mivel az AngII és AngIV-től eltérően sem a β-arresztin jelátvitel-szelektív 
ligandok, sem pedig a DRY/AAY AT1R nem képes Gq-fehérjét aktiválni, ezáltal 
PtdIns(4,5)P2 bontást létrehozni [256], szerettünk volna utánajárni, hogy az eltérő 
plazmamembrán PtdIns(4,5)P2 szint összefüggésbe hozható-e, az általunk vizsgált 
internalizációs jelenséggel. A sejtorganellum-membránok foszfoinozitidjeiről ismert, 
hogy számos sejtfunkció szabályozásának kulcsmolekulái, többek között a vezikuláris-
transzport-folyamatok regulálásának is [224]. A plazmamembrán foszfoinozitidjei, 




körben elfogadott az irodalomban. Mint a bevezetésben említettem, számos 
endocitózisban szerepet játszó fehérje rendelkezik PtdIns(4,5)P2 kötő doménnel [258]. 
Korábbi, elsősorban transzferrin-receptoron végzett kutatások igazolták a PtdIns(4,5)P2 
szint csökkentésének gátló hatását a klatrinburkos vezikulák kialakulására, valamint a 
receptormediált endocitózisra [259, 260]. Újabb eredmények pedig kimutatták, hogy a 
PtdIns(4,5)P2 szint csökkentésének gátló hatása az endocitózisra a GFKR-ek esetén is 
megfigyelhető [246]. Méréseink során a plazmamembrán PtdIns(4,5)P2 szintjének 
fenntartásában kulcsfontosságú PI4KA enzim gátlása nagy dózisú wortmanninnal (10 
µM) vagy a specifikus A1 gátlószerrel (10 nM) megakadályozta az AngII, illetve az 
AngIV hatására létrejövő endocitózist. Ez összhangban áll korábbi irodalmi adatokkal, 
melyek szerint a plazmamembrán PtdIns(4,5)P2-készletének szintézisében és 
reszintézisében a PI4KA enzimek kiemelkedő szerepet játszanak [231]. Jelen 
elképzelésünk szerint a PI4KA gátlás következtében az AngII, illetve az AngIV 
ingerlésre létrejövő PtdIns(4,5)P2 bontást nem követte teljesen a plazmamembrán 
PtdIns4P, majd ebből PtdIns(4,5)P2 reszintézise. A PtdIns(4,5)P2 molekula lokális 
hiánya pedig gátolta a receptor endocitózisát. A G-fehérjét nem aktiváló TRV3 esetén 
azonban PI4KA enzim gátlásakor nem figyelhető meg változás az endocitózisban. 
Ebben az esetben ugyanis nem jön létre Gq-fehérje általi plazmamembrán PtdIns(4,5)P2 
depléció, így a PtdIns4P majd PtdIns(4,5)P2 reszintézis sem szükséges az endocitózis 
biztosításához. Ezt az elképzelést támasztja alá a Gq-fehérje, DN-GRK2 általi gátlásakor 
kapott eredményünk is. A Gq-fehérje és ezáltal a PtdIns(4,5)P2 depléció gátlása ugyanis, 
felgyorsult korai internalizációhoz vezetett AngII stimulus esetén, melynek kinetikája a 
funkcionálisan szelektív ligandoknál tapasztaltakhoz hasonló. Az AngII által létrehozott 
β-arresztin-kötésben azonban nem találtunk eltérést DN-GRK2-vel történő Gq-fehérje 
gátlása esetén. Ez összhangban áll a korábbi eredményeinkkel, hogy a β-arresztin-kötés  
mértéke nem meghatározó a gyorsult korai internalizációban. Hasonló eredményre 
jutottak Tóth és társai is egy másik korábbi közleményében, ők sem találtak eltérést 
PtdIns(4,5)P2 depléció indukció esetén az AngII által kiváltott β-arresztin2-kötés 
mértékében és kinetikájában [246]. Ezek alapján továbbra is feltételezhetjük, hogy a 
gyorsult korai internalizáció az elmaradó PtdIns(4,5)P2 depléció következtében jön létre 




Előzetes irodalmi adatok, illetve munkacsoportunk korábbi eredményei továbbá 
arra is utaltak, hogy egy Gq-fehérje kapcsolt receptor aktivációja által létrejött 
PtdIns(4,5)P2 bontás gátló hatást fejthet ki egy másik GFKR internalizációjára is [261]. 
Megvizsgáltuk ezt az elképzelést funkcionálisan szelektív AT1R ligand alkalmazásával 
is, α1A-AR és AT1R egyidejű transzfekciója segítségével. Az előzetes α1A-AR aktiválás 
hatására, feltehetően a PtdIns(4,5)P2 szint csökkenés következtében, gátlás volt 
megfigyelhető az AT1R korai endoszómákban való megjelenésében mind elfogulatlan, 
mind pedig elfogult AT1R ligand későbbi hozzáadását követően. Az internalizáció ilyen 
módú gátlása következtében megszűnt a korábban látott kinetikai különbség az AngII, 
illetve a TRV3 ligand hatásai között, feltehetően mivel ebben az esetben nemcsak a 
TRV3, hanem már az AngII sem tudott PtdIns(4,5)P2 depléciót létrehozni. 
A megváltozott Rab5 tartalmú korai endoszómában való megjelenés felvetette a 
lehetőségét, hogy jelátvitel-szelektív ligand általi aktiváció esetén esetleg a vezikuláris 
transzport folyamatok későbbi lépéseiben is eltérések fordulhatnak elő. Következő 
kísérleteinkben ezen hipotézisnek jártunk utána. Számos tanulmány vizsgálta már a 
különböző Rab kis G-fehérjék, köztük a Rab4, Rab5, Rab7 és Rab11 szerepét az AT1R 
sejten belüli vezikuláris-transzport-folyamataiban [217, 233, 240, 262]. Munkánkban 
kiterjesztettük az eddig ismert adatokat, mivel nem kizárólag a vad típusú AT1R és 
AngII stimulusát vizsgáltuk, hanem jelátvitel-szelektív agonistákat is alkalmaztunk.  
Korábbi tanulmányok, illetve saját munkák értelmezése során fontos kiemelni, hogy egy 
adott sejten belüli vezikula nem csak egy, hanem számos Rab izoformát is tartalmazhat, 
valamint egy vezikulatípusban többféle Rab fehérje is jelen lehet egyszerre. Például 
léteznek csak Rab5-öt, Rab4-et és Rab5-öt, valamint Rab4-et és Rab11-et egyszerre 
tartalmazó endoszámák, míg például a Rab7 a késői endoszómákban és a 
lizoszómákban is egyaránt előfordulhat [218, 263]. 
Először az AT1R Rab4 tartalmú, elsősorban korai reciklizáló vezikulákban való 
megjelenését elemeztük, melynek során nagyon hasonló kinetikát, és funkcionálisan 
szelektív ligandok esetén kissé gyorsabb internalizációt tapasztaltunk, hasonlóan mint a 
Rab5 bioszenzorral végzett méréseinkben. Ez arra utal, hogy jelen kísérleti 
körülmények között a Rab4 elsősorban Rab4/5 pozitív endoszómákban lokalizálódik. 
Megvizsgáltuk továbbá az AT1R Rab7 fehérjével történő interakciót is, mely fontos 




endoszómákból a késői endoszómákba, illetve a lizoszómális kompartmentekbe vezeti a 
receptorokat. Úgy tűnik, hogy a funkcionálisan szelektíven indukált receptorok (SII-
AngII, TRV3, illetve TRV7 által) nem preferálják olyan mértékben az asszociációt a 
Rab7 kompartmentekkel, mint az AngII stimuláció esetén. A nem elfogult ligand 
AngIV ingerlésekor a receptor szintén kevésbé jelent meg a lizoszómális lebontás 
útvonalán, mint AngII hatására, viszont az AngII-vel egyidőben. A Rab7 tartalmú 
vezikulákban való megjelenés, ezáltal a degradációra kerülés mértéke, jó korrelációt 
mutat a ligandok által indukált receptor β-arresztin-kötésének erősségével. Lehetséges 
magyarázat, hogy az elfogult ligandok, valamint az AngIV által kiváltott gyengébb β-
arresztin-receptor interakció hatására, a receptor kevésbé köteleződik el a lizoszómális 
lebontás irányába. Ezt a feltevést támasztja alá az az irodalmi megfigyelés, hogy az „A 
osztályba” sorolható GFKR, melyekre gyengébb β-arresztin-kötés és gyorsabb 
ledisszociáció jellemző, elsősorban a reciklizáció útvonalán jelennek meg. Ezzel 
ellentétben a β-arresztint stabilan kötő receptorok („B osztály”), gyakrabban kerülnek a 
lizoszómális lebontás útjára [98]. Az egyik, illetve a másik osztályba sorolható 
receptorok C-terminális régióinak felcserélésével a receptorok foszforilációjának, β-
arresztin-kötésének és internalizációjának jellemzői teljesen felcserélődnek, a 
receptorok a másik osztályba sorolódnak [264]. Feltételezhetjük tehát, hogy jelátvitel-
szelektív aktiváció során az eltérő receptorkonformáció, foszforiláció és β-arresztin-
kötés következtében változik meg a receptor eloszlása a Rab7 tartalmú vezikulákban. 
Megvizsgáltuk továbbá az AT1R Rab11 fehérjével jelzett perinukleráris, illetve 
késői reciklizáló endoszómákban való eloszlását is. Korábban mind konfokális [233], 
mind pedig FRET mikroszkóppal kimutatásra került [265], hogy a Rab4 és Rab11 
fehérjék együtt koordinálják az AT1R reciklizációját; a korai reciklizáció során a 
receptor elsősorban a Rab4-hez kapcsolódik, míg késői fázisú reciklizáció esetén főként 
a Rab11-hez. Ez összhangban áll az általunk kapott eredményekkel, melyek szerint az 
AT1R és a Rab11 kapcsolódása a stimulust követői későbbi esemény. Érdekes módon a 
Rab11-el történő asszociáció nagyon eltér az AngII-nél tapasztaltaktól, mind jelátvitel-
szelektív (SII-AngII, TRV3, TRV7), mind pedig AngIV általi stimulus esetén. A 
kapcsolódás ezen ligandok hatására az ingerlést követően korábban kezdődik és 
nagyobb mértékű. Megfigyelhető továbbá, hogy AngII ingerlést követően először a 




molekuláris közelség létrejötte. Ismert, hogy a Rab11 molekula fontos szerepet játszik a 
reciklizáló endocitotikus kompartmentek és a bioszintetikus reciklizáló vezikulák 
irányításában [266], valamint az exocitózis mechanizmusának regulációjában is [267]. 
A jelenség magyarázatául szolgálhat, hogy a rendszerünkben nagy mennyiségben 
kifejezett AT1R-ok egy része már nyugalomban is a Rab11 tartalmú vezikulákban 
található. AngII ingerlés hatására pedig átkerülnek egy másik vezikuláris 
kompartmentbe, mely csökkenti a BRET-hányados mértékét. Ezen externalizációs 
jelenség pontos mechanizmusa, azonban még kérdéses.  
Mivel a β-arresztin az AT1R-hez tartósan kötve marad az endocitózist során 
[232], lehetséges, hogy nem csak a lizoszómákban való megjelenés, de az AT1R késői 
reciklizációjának mértéke is függ az aktivált receptor β-arresztin iránti affinitásától. Már 
korábban felmerült az irodalomban, hogy a receptor és β-arresztin közötti interakció 
stabilitása meghatározó jelentőségű lehet a receptor reciklizáció/reszenzitizáció 
mértékében, a β-arresztinnel tartósabban kötődő receptor ugyanis sokkal lassabban 
reciklizálódik [264]. Mindazonáltal a β-arresztin és AT1R szétválása önmagában nem 
elegendő a receptor defoszforilációjának elindításához [268]. A β-arresztin molekula 
szerepét a Rab11 jelzett késői endoszómákban való reciklizációban megerősíti, hogy a 
β-arresztin1 és a β-arresztin2 molekula is bazális interakciót mutat a Gaf-1 fehérjével, a 
Rab11 családdal reagáló fehérjecsoport tagjával, mely a vezikuláris transzport 
folyamatok egyik állványfehérjéje [269]. A β-arresztin2 molekula AT1R stimulust 
követően is interakcióban marad a Gaf-1 fehérjével [101], ezáltal feltehetően 
hozzákapcsolja a receptort a Rab11 által mediált, plazmamembrán felé irányuló 
vezikula transzporthoz. Ez a jelenség is megerősíti a β-arresztin2 molekula, ezáltal a β-
arresztin2-kötés erősségének szerepét az AT1R reciklizációjában. A megváltozott sejten 
belüli vándorlás lehetséges okaként megvizsgáltuk a Ca
2+
-jel szerepét, azonban 
BAPTA-AM előkezelés nem változtatta meg a receptor sejten belüli mozgásának 
mintázatát. 
Végül fontos figyelembe venni, hogy az AT1R esetén is képes mind a Rab4, a 
Rab5, a Rab7 és a Rab11 kis G-fehérje a receptor karboxil-terminális végén lévő 
kötőhelyhez kötődni, valamint a kötőhelyért egymással versengeni [239]. Ennek 
fényében nem tudjuk kizárni annak a lehetőségét, hogy az általunk detektált BRET-




eredményei-e. Lehetséges tehát, hogy a jelátvitel-szelektíven aktivált receptor 
konformációk közvetlenül képesek befolyásolni a receptor különböző intracelluláris 
kompartmentekbe történő irányítását, a Rab fehérjék kötésén és regulációján keresztül. 
Erre utalhat a közelmúltban felismerést jelenség, hogy a GFKR-ek képesek a Rab 
asszociált regulátor fehérjék működését befolyásolni, melyek befolyással bírnak a Rab 
fehérjék elhelyezkedésére és működésére [270]. 
Összefoglalva elmondhatjuk, hogy munkánkban megvizsgáltuk a jeltávitel-
szelektív aktiváció hatását az AT1R endocitózisára. Különböző Rab kis G-fehérjék 
YFP-vel jelölt konstrukcióit, mint a vezikuláris transzport rendszer markereit 
alkalmazva kimutattuk, hogy az AT1R korai, illetve késői sejten belüli sorsa is 
különbözik β-arresztin-jelátvitelre szelektív aktivációt követően, mely meghatározó 
jelentőségű lehet a sejtfelszíni receptorszám, valamint a receptor válaszkészségének 
szabályozásában. Ezen eredmények újabb farmakoterápiás lehetőségeket vetnek fel a 
GFKR-ek finomabb szabályozásában funkcionálisan szelektív ligandok alkalmazásával, 
melyekről immár feltételezhetjük, hogy nemcsak a receptorról elinduló jelátviteli 
pályákat képesek egyedi mintázat alapján aktiválni, de a receptor válaszkészségét, 






















Kísérleteinkben a jelátvitel-szelektív aktiváció hatását vizsgáltuk az AT1R 
endocitózisának korai, illetve későbbi folyamataira BRET-módszerrel élő sejteken. 
Eredményeink alapján a következő következtetések vonhatók le: 
Az AT1R korábban jelenik meg a Rab5 tartalmú korai endoszómákban β-
arresztin-jelátvitelre szelektív aktivációt követően, mint AngII stimulus hatására.  
A megváltozott korai internalizáció nem különböző endocitotikus útvonalakon 
keresztül jön létre, valamint sem az eltérő β-arresztin-kötés erősség, sem pedig a Ca
2+ 
jel 
hiánya nem játszik szerepet a folyamatban. A G-fehérje aktivációja következtében 
létrejövő PtdIns(4,5)P2 bontás, majd pedig reszintézis viszont meghatározó az AngII 
által kiváltott lassabb internalizációban. Ezáltal feltételezhetjük, hogy a G-fehérje 
aktiváció és PtdIns(4,5)P2 depléció hiánya tehető felelőssé a gyorsabb korai 
internalizációért, β-arresztin-jelátvitelre elfogult ligandok esetén. 
Továbbá az AT1R Rab4, Rab7, illetve Rab11 tartalmú endoszómákban való 
megjelenése is eltérő funkcionálisan szelektív aktivációt követően. A receptor korábban 
jelenik meg ezen fehérjékkel jelzett kompartmentekben elfogult ligand általi aktiváció 
esetén, mint a nem szelektív AngII vagy pedig AngIV alkalmazásakor. A receptor késői 
intracelluláris sorsát nem befolyásolja a Ca
2+ 
jel hiánya, azonban a β-arresztin-kötés 
erőssége jól korrelál a folyamattal. A gyengébb β-arresztin-kötéssel rendelkező 
ligandok hatására gyengébb interakció mutatható ki az AT1R és a Rab7 fehérje között, 
mely a késői endoszómák, illetve a lizoszómák markere, viszont fokozottabban jelenik 
meg az AT1R a késői reciklizáló endoszómákban, melyet a Rab11-el létrejövő nagyobb 













Kísérletes munkám során az irodalomban elsőként vizsgáltuk meg a jelátvitel-
szelektív aktiváció hatását egy GFKR endocitózisára. Eredményeink alapján a vad 
típusú és a DRY/AAY mutáns AT1R-ok, valamint az AngII, illetve a jelátvitel-szelektív 
agonisták által stimulált receptorok sejten belüli kompartmentek közötti eloszlása 
különböző. β-arresztin-jelátvitelre elfogult ligandok hatására felgyorsul az AT1R Rab5 
tartalmú korai endoszómákban való megjelenése. Adataink arra utalnak, hogy nem az 
eltérő internalizációs útvonalak vagy másodlagos hírvivő termékek (pl. Ca
2+
 jel), hanem 
a PtdIns(4,5)P2 bontása és reszintézise felelős az AT1R korai endocitózisának eltérő 
mértékéért és kinetikájáért AngII, illetve jelátvitel-szelektív aktivációt követően. 
Továbbá az AT1R késői vezikuláris transzportja is különböző funkcionálisan szelektív 
aktiváció esetén, minthogy a receptor kevésbé jelenik meg a lizoszómális lebontást jelző 
Rab7 tartalmú vezikulákban, viszont kifejezettebb interakciót mutat a késői 
reciklizációban szerepet játszó Rab11 molekulákkal. Feltehetően az AT1R sejten belüli 
későbbi sorsának legfontosabb meghatározója a stimulált receptorhoz való β-arresztin 
kötődés módja és erőssége.  
A szövetek és sejtek hormon-érzékenységét meghatározó sejtfelszíni 
receptorsűrűség dinamikusan változó állapot, mely az externalizációs (a receptorokat a 
sejten belüli kompartmentekből a plazmamembrán felé szállító folyamatok) és 
internalizációs útvonalak (melyek endocitózissal eltávolítják a receptorokat a 
plazmamembránból) közötti egyensúly által szabályozott. Nagyon ígéretes, hogy a 
receptor externalizáció és internalizáció közötti finom egyensúly jelátvitel-szelektív 
agonistákkal befolyásolható, mely lehetőséget jelenthet a jelátvitel-szelektív ligandok 
klinikai alkalmazására különböző betegségekben, ahol a sejtek érzékenységének 










We investigated and analysed the effect of biased agonism on the endocytosis of 
a GPCR in our experimental work. Our results suggest that the wild type and the biased 
DRY/AAY mutant AT1Rs and also the AngII or biased agonist stimulated receptors 
differ in their sorting between intracellular compartments. An accelerated colocalisation 
was detected between the Rab5 containing early endosomes and the AT1Rs activated by 
β-arrestin biased agonists. We found that neither fundamentally different internalization 
routes, nor second messengers like the calcium signal but rather the transient depletion 
of the plasma membrane PtdIns(4,5)P2 pool is responsible for the reduced rate of AngII-
induced AT1R endocytosis compared with the biased agonist-induced responses.  
Furthermore, we managed to demonstrate a different late vesicular trafficking of AT1R 
during functional selective activation, such as the biased activated receptor showed a 
weaker interaction with Rab7 proteins, markers of the late endosomes and lysosomes, as 
well as a pronounced appearance in the late recycling endosomes, which contain Rab11 
protein. We found that the later fate of the AT1R within the cells mostly depends on the 
course of the β-arrestin binding to the stimulated receptor.  
The hormonal responsiveness of tissues and cells depends on the number of cell 
surface receptors which is determinated by a dynamic balance between externalization 
(delivery mechanisms which transport the receptors from the intracellular compartments 
to the plasma membrane) and internalization pathways (endocytosis mechanisms which 
remove the receptor from the plasma membrane) of the receptors. It is very promising 
that the delicate balance between receptor resensitization/externalization and 
desensitization/internalization can be modified by biased agonists, which raises the 
possibility of applying biased ligands in diseases where intracellular receptor processing 
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